ES 2699 685 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 699 685
GDint. Ci.;

CO7K 17/00 (2006.01)
CO7K 14/005 (2006.01)
A61K 39/12 (2006.01)
A61K 39/235 (2006.01)
A61K 39/21 (2006.01)
A61K 39/275 (2006.01)
A61K 39/00 (2006.01)
C12N 7/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 18.11.2009  PCT/US2009/064999

Fecha y nimero de publicacién internacional:

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:

Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea

27.05.2010 WO10059732
18.11.2009 E 09828172 (8)

»12.09.2018 EP 2358757

T|’tu|0: Vacunas antiviricas con inmunogenicidad celular mejorada

Prioridad:

02.10.2009 US 248188 P
18.11.2008 US 115703 P
12.02.2009 US 152184 P

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la
traduccion de la patente:
12.02.2019

@ Titular/es:

BETH ISRAEL DEACONESS MEDICAL CENTER
(50.0%)

330 Brookline Avenue

Boston, MA 02215, USy

LOS ALAMOS NATIONAL SECURITY, LLC
(50.0%)

@ Inventor/es:

BAROUCH, DAN, H.;
KORBER, BETTE, T.y
FISCHER, WILLIAM, M.

Agente/Representante:
ISERN JARA, Jorge

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 699 685 T3

DESCRIPCION
Vacunas antiviricas con inmunogenicidad celular mejorada
Campo de la invencion

La invencién proporciona una vacuna que comprende un polipéptido virico optimizado que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 9, o un vector que codifica un polipéptido virico optimizado que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 9, y kits para el tratamiento o la prevencion de infecciones
viricas. Las vacunas de la invencion o como se describen en el presente documento incorporan polipéptidos viricos
optimizados por ordenador que pueden aumentar la diversidad o amplitud y profundidad de la respuesta inmunitaria
celular en sujetos vacunados.

Antecedentes de la invencion

Las vacunas que inducen respuestas inmunitarias celulares contra virus deben reflejar la diversidad virica global para
tratar o prevenir eficazmente la infecciédn virica. Por ejemplo, el inicio de respuestas intensas y diversas de linfocitos T
especificos del VIH-1 es probablemente crucial para una vacuna del VIH-1 eficaz. Las respuestas de linfocitos T
citotoxicos (CTL) se correlacionan con progresion de enfermedad lenta en seres humanos, y la importancia de las
respuestas de CTL en modelos de vacunacion de primates no humanos esta bien establecida. Aunque la envoltura
(Env) altamente variable es la principal diana para anticuerpos neutralizantes contra el VIH y también sera necesario
adaptar antigenos de vacuna para inducir estas respuestas de anticuerpos, los componentes de vacuna de linfocitos
T pueden dirigirse a proteinas mas conservadas para desencadenar respuestas que sea mas probable que reaccionen
de forma cruzada. No obstante, incluso las proteinas del VIH-1 mas conservadas son suficientemente diversas como
para que la variacion sea un problema. Los enfoques de vacuna de secuencia central artificial, tales como secuencias
del VIH-1 consenso y ancestrales, esencialmente "dividen las diferencias" entre cepas, pueden estimular respuestas
con reactividad cruzada potenciada en comparacion con vacunas de cepas naturales. Los antigenos consenso
representan secuencias antigénicas sintéticas que son el mejor "promedio” individual de todas las cepas en circulacion.
Aunque estos antigenos pueden inducir respuestas inmunitarias celulares dirigidas, la amplitud e intensidad de estas
respuestas no mejoran sustancialmente con respecto a estrategias de vacunas previas.

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 proteina
mosaico denominada ENV-B.syn1.1 GP160 que comprende la parte GP41 completa de la proteina Env no escindida,
que se puede usar en vacunaciones antiviricas.

El desarrollo de vacunas de préxima generacion para tratar o prevenir infeccion virica debe inducir una mayor amplitud
de la inmunidad celular para permitir resultados de vacunacion exitosos. La necesidad de dichas vacunas es
particularmente urgente para el tratamiento o la prevencion del VIH-1.

Sumario de la invencién
La invencion se define mediante las reivindicaciones.

En un primer aspecto de la invencién, se proporciona una vacuna que comprende un polipéptido virico optimizado que
tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 9, o un vector que codifica un polipéptido virico
optimizado que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 9.

En un segundo aspecto, se proporciona la vacuna para su uso en un método de tratamiento o reduccion del riesgo de
una infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) en un ser humano.

En un tercer aspecto de la invencién, se proporciona un método de fabricacién de una vacuna para el tratamiento o la
reduccion del riesgo de una infeccién por VIH-1 en un ser humano, comprendiendo dicho método sintetizar la vacuna
de la invencién.

En un cuarto aspecto de la invencién, se proporciona un kit que comprende (a) la vacuna de la invencion, (b) un
vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable, (c) instrucciones para el uso de los mismos vy,
opcionalmente, (d) un adyuvante. La invencion también presenta una vacuna para el tratamiento o la reduccion del
riesgo de una infeccién virica en un mamifero, tal como un ser humano, que incluye al menos dos polipéptidos viricos
optimizados definidos (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, o mas polipéptidos viricos optimizados definidos), en donde los
polipéptidos viricos optimizados corresponden al mismo producto génico virico. La infeccion virica esta causada por
el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) y los productos génicos viricos pueden incluir Gag, Pol, Env,
Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu. En una realizacion, la vacuna no incluye mas de dos polipéptidos viricos optimizados
correspondientes a uno de los productos génicos viricos de Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu. En otra
realizacion, la vacuna no incluye polipéptidos viricos optimizados correspondientes a Gag y Nef. En otra realizacion
mas, la vacuna incluye al menos dos polipéptidos viricos optimizados definidos (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 0 mas
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polipéptidos viricos optimizados definidos) para un primer producto génico virico seleccionado de Gag, Pol, Env, Nef,
Tat, Rev, Vif, Vpr y Vpu y uno o mas polipéptidos viricos optimizados definidos (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, o mas
polipéptidos viricos optimizados definidos) para un segundo producto génico virico diferente del primer producto génico
virico seleccionado de Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr y Vpu.

También se desvela una vacuna para el tratamiento o a reduccién del riesgo de una infeccidon por el virus de la
inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) en un ser mamifero, tal como un ser humano, que incluye un polipéptido
virico optimizado que tiene al menos siete aminoacidos 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 mas
aminoacidos contiguos de longitud) que tienen al menos 85 % de identidad de secuencia de aminoacidos con una
cualquiera de las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 1-29. El polipéptido virico optimizado puede tener al menos
siete aminoacidos 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 mas aminoacidos contiguos de longitud) que
tienen identidad de secuencia de aminoacidos con una cualquiera de las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 1-
29. El polipéptido virico optimizado puede tener la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las secuencias
expuestas en las SEQ NO: 1-29. La vacuna puede incluir al menos dos polipéptidos viricos optimizados seleccionados
de uno cualquiera o mas de los grupos a)-k): a) SEQ ID NO: 1y 2; b) SEQ ID NO: 3,4y 5; c) SEQID NO: 6y 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: 19y 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 viricos optimizados seleccionados de uno cualquiera de los grupos a)-k) anteriores y uno o mas
polipéptidos viricos optimizados del mismo grupo o un grupo diferente a)-k). La vacuna puede incluir al menos tres o
cuatro o mas polipéptidos viricos optimizados de uno o méas de los grupos a)-k).

La invencion también presenta una vacuna para el tratamiento o la reduccion del riesgo de una infeccion virica en un
mamifero, tal como un ser humano, que incluye al menos dos pares de polipéptidos viricos optimizados definidos, en
donde cada par de polipéptidos viricos optimizados corresponde al mismo producto génico virico, en donde no mas
de dos polipéptidos viricos optimizados incorporados en la vacuna corresponden al mismo producto génico virico. En
una realizacion, la vacuna incluye al menos tres pares de polipéptidos viricos optimizados definidos. En ofra
realizacion, la vacuna incluye al menos cuatro pares de polipéptidos viricos optimizados definidos. La infeccidn virica
esta causada por VIH-1 y los productos génicos viricos incluyen Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu. En una
realizacion, la vacuna no incluye mas de dos polipéptidos viricos optimizados correspondientes a uno de los productos
génicos viricos de Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu. En ofra realizacién, la vacuna no incluye polipéptidos
viricos optimizados correspondientes a Gag y Nef. En una realizacién adicional, la vacuna incluye al menos tres pares
de polipéptidos viricos optimizados definidos correspondientes a tres cualesquiera de los productos génicos viricos de
Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu. En otra realizacién, la vacuna incluye al menos cuatro pares de
polipéptidos viricos optimizados definidos correspondientes a cuatro cualesquiera de los productos génicos viricos de
Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu.

En una realizacion, la vacuna induce una respuesta inmunitaria celular contra un producto génico virico. En otra
realizacién, la vacuna induce una respuesta inmunitaria celular contra el VIH-1. En una realizacion adicional, la
secuencia de nucleétidos de al menos un polipéptido virico optimizado definido esta codificada por un acido nucleico
o vector. En una realizacion, 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 (Ad5HVRA48). En una realizacion adicional, la vacuna esta en combinaciéon con un vehiculo,
excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Se desvela un acido nucleico que incluye la secuencia de nucleétidos de un polipéptido virico optimizado que tiene al
menos siete aminoacidos 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 mas aminoacidos contiguos de
longitud) que tienen al menos 85 % de identidad de secuencia de aminoacidos con una cualquiera de las secuencias
de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 1-29. El polipéptido virico optimizado puede tener al menos siete
aminoacidos 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 mas aminoacidos contiguos de longitud) que
tienen identidad de secuencia con una cualquiera de las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 1-
29. El polipéptido virico optimizado puede tener una cualquiera de las secuencias de aminoacidos expuestas en las
SEQ ID NO: 1-29. El &cido nucleico puede incluir un vector. En una realizacion, 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 (Ad5HVRA48).

Se desvela un polipéptido virico optimizado que tiene al menos siete aminoacidos 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 mas aminoacidos contiguos de longitud) que tienen al menos 85 % de identidad de secuencia de
aminoacidos con una cualquiera de las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 1-29. El polipéptido
virico optimizado puede tener al menos siete aminoacidos 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
mas aminoacidos contiguos de longitud) que tienen identidad de secuencia con una cualquiera de las secuencias de
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aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 1-29. El polipéptido virico optimizado puede tener una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 1-29.

Las vacunas de la invencion son utiles en métodos para el tratamiento o la reduccion del riesgo de infeccién por VIH-
1 en un mamifero, tal como un ser humano. En una realizacion, la vacuna induce una respuesta inmunitaria celular
contra un producto génico virico.

Se desvela un método de fabricacién de una vacuna para el tratamiento o la reduccion del riesgo de una infeccién
virica en un mamifero, tal como un ser humano, poniendo en contacto un acido nucleico de la invencién con una célula
y aislando un polipéptido virico optimizado.

Por referencia al método del parrafo precedente, el polipéptido virico optimizado induce una respuesta inmunitaria
celular cuando se administra a un mamifero. La respuesta inmunitaria celular puede ser contra un producto génico
virico. En realizaciones de la invencion, la infeccién virica esta causada por VIH-1 y los productos génicos viricos
pueden incluir Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu.

Se desvela un kit que incluye un acido nucleico de la invencion, un vehiculo, 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 virico optimizado puede estar codificado por una secuencia
de acido nucleico que esta optimizada para expresiéon en seres humanos (por ejemplo, una cualquiera de las SEQ ID
NO: 5,10, 11, 12, 15, 18 y 23).

Definiciones

Por "polipéptido virico optimizado" o "polipéptido virico optimizado por ordenador" se entiende un polipéptido
inmunogénico que no es un péptido, polipéptido o proteina virico de origen natural. Se general inicialmente secuencias
polipeptidicas viricas optimizadas modificando la secuencia de aminoacidos de uno o mas productos génicos viricos
de origen natural (por ejemplo, péptidos, polipéptidos y proteinas) para aumentar la amplitud, intensidad, profundidad
o longevidad de la respuesta inmunitaria antivirica (por ejemplo, respuestas inmunitarias celulares o humorales)
generada tras la inmunizacién (por ejemplo, cuando se incorporan en una vacuna de la invencion) de un mamifero
(por ejemplo, un ser humano). Por tanto, el polipéptido virico optimizado puede corresponder a una secuencia génica
virica "parental”; como alternativa, el polipéptido virico optimizado puede no corresponder a una secuencia génica
virica "parental" especifica, pero puede corresponder a secuencias analogas de diversas cepas 0 cuasiespecies de
un virus. Las modificaciones de la secuencia génica virica que pueden incluirse en un polipéptido virico optimizado
incluyen adiciones, sustituciones y supresiones de aminoacidos. En una realizacion de la invencién, el polipéptido
virico optimizado es la secuencia de aminoacidos compuesta o fusionada de dos o mas productos génicos viricos de
origen natural (por ejemplo, aislados viricos naturales o clinicos) en la que cada epitopo potencial (por ejemplo, cada
secuencia de aminoacidos 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 mas aminoacidos de longitud) se analiza y modifica para mejorar la inmunogenicidad del
polipéptido virico optimizado resultante. Los polipéptidos viricos optimizados que corresponden a productos génicos
viricos diferentes también pueden fusionarse para facilitar la incorporacién en una vacuna de la invencion. Se
describen métodos para generar un polipéptido virico 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
Publicacion de Solicitud de Patente Internacional WO 2007/024941. Una vez que se ha generado la secuencia de
polipéptido virico optimizado, el polipéptido correspondiente puede producirse o administrarse mediante técnicas
convencionales (por ejemplo, vectores viricos recombinantes, tales como los vectores adenoviricos divulgados en las
publicaciones de solicitud de patente internacional 2006/040330 y WO 2007/104792).

Por "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se entiende un vehiculo que es fisiolégicamente aceptable para el
mamifero tratado conservando al mismo tiempo las propiedades terapéuticas del compuesto con el que se administra.
Un vehiculo farmacéuticamente aceptable ejemplar es la solucién salina fisiolégica. Otros vehiculos fisiolégicamente
aceptables y sus formulaciones son conocidos por un experto en la materia y se describen, por ejemplo, en
Remington’s Pharmaceutical Sciences (18?2 edicién, ed. A. Gennaro, 1990, Mack Publishing Company, Easton, PA).

Por "vector" se entiende una construccién de ADN que contiene un promotor unido operativamente a un gen o una
region codificante cadena abajo (por ejemplo, un ADNc o fragmento de ADN gendmico, que codifica un polipéptido o
fragmento polipeptidico). La introducciéon del vector en una célula receptora (por ejemplo, una célula procariota o
eucariota, por ejemplo, una bacteria, levadura, célula de insecto o célula de mamifero, dependiendo del promotor
dentro del vector de expresion) u organismo (incluyendo, por ejemplo, un ser humano) permite que la célula exprese
ARNmM codificado por el vector, que después se traduce en el polipéptido virico optimizado codificado de la invencion.
También se conocen bien en la técnica vectores para transcripcion/traduccion in vitro y se describen adicionalmente
en el presente documento. Un vector puede ser un plasmido modificado genéticamente, virus o cromosoma artificial
procedente de, por ejemplo, un bacteriéfago, adenovirus, retrovirus, poxvirus o herpesvirus.
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Por "producto génico virico" se entiende cualquier péptido, polipéptido o proteina virico de origen natural, o fragmento
de los mismos. El producto génico virico comprendido por la invencién se obtiene del virus de la inmunodeficiencia
humana de tipo 1 (VIH-1). Los productos génicos viricos del VIH-1 incluyen los polipéptidos Gag, Pol, Env, Nef, Tat,
Rev, Vif y Vpu.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama que ilustra la amplitud expandida de polipéptidos viricos Gag, Pol y Env del VIH-1
optimizados por ordenador frente a péptidos de epitopos de linfocitos T (PTE) potenciales globales en macacos
Rhesus. Los animales inmunizados con los polipéptidos viricos optimizados (azul) reaccionaron con el mayor
numero de grupos de péptidos de recuerdo.

La Figura 2 es un diagrama que muestra que los polipéptidos viricos Gag, Pol y Env del VIH-1 modificados por
ordenador expanden la amplitud de la respuesta inmunitaria celular especifica de epitopo.

La Figura 3 ilustra la amplitud de respuestas inmunitarias celulares detectadas en macacos Rhesus después de la
inmunizacioén con los productos génicos viricos del VIH-1 Gag, Pol y Env procedentes de los polipéptidos viricos
modificados por ordenador de la invencion, asi como animales inmunizados con antigenos del VIH-1 o antigenos
aislados del VIH-1 de clado C. Los animales inmunizados con los polipéptidos viricos optimizados (azul)
reaccionaron con el mayor nimero de grupos de péptidos de recuerdo. Ya que los animales son exogamicos, 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.

Las Figuras 4A-4C son graficos que muestran los epitopos potenciales compartidos entre las diferentes vacunas
ensayadas (mosaico bivalente (Mos2), M consenso (Mcon) y clado C optimizado (OptC)) por polipéptido virico (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 grafico que muestra que el nimero de respuestas de péptidos PTE (donde cada respuesta se
considera un acontecimiento independiente con independencia del solapamiento) a la vacuna de mosaico bivalente
(Mos2) es mayor que el niumero de respuestas a la vacuna consenso de grupo M (Mcon) y a la vacuna de cepa
virica natural (clado C optimizado (C Natural (6ptimo)), que se ha seleccionado para proporcionar cobertura 6ptima
de los antigenos de vacuna de coleccion del grupo M (OptC). La Figura 5 muestra el niumero de respuestas de
péptidos PTE por animal por proteina, linfocito T CD8+ y linfocito T CD4+. Estadisticamente, Mos2 > Mcon ~ OptC
(Mcon muestra una tendencia a mas respuesta que OptC). El valor de p de Wilcoxon para Mos2 en comparacion
con Mcon: valor de p = 0,001058.

La Figura 6 es un diagrama que muestra el nUmero de péptidos PTE que desencadena respuestas de linfocitos T.
Un numero 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 numero mediano de 6 (intervalo: 0-7) péptidos
Mcon y solamente un ndmero mediano de 3 péptidos (intervalo: 0-3) de péptidos OptC desencadenan una
respuesta en linfocitos T CD8+. Un niumero 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 nimero mediano
de 1 (intervalo: 0-2) péptidos Mcon y solamente un nimero 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
> 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 nimero
de animales, grupo de péptidos y numero de péptidos marcan los limites de cada péptido reactivo. El simbolo
indica el grupo: *, Mos2; ¥, ConM; %, OptC. Gag se incluye aqui como un ejemplo. Tiende a haber agrupamiento
de respuestas de CD8 incluso aunque los animales sean exogamicos. 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 mas habituales. Los mosaicos también estimulan multiples respuestas a las diferentes
formas que estan presentes en el coctel. Por tanto, los mosaicos tienen el potencial de bloquear vias de escape
habituales. En el estudio de los inventores, la vacuna de mosaico tendié a estimular respuestas de linfocitos T que
reconocian mas péptidos solapantes. Existen muchos puntos calientes de localizacién de péptidos reactivos. Los
péptidos PTE se disefian para maximizar la cobertura de epitopo (0 nonamero para un tramo de 9 aminoacidos
contiguos) potencial del grupo M del VIH-1 en los reactivos peptidicos usados para evaluar vacunas.
Inevitablemente, hay mucho solapamiento en péptidos PTE, pero debido al algoritmo, el solapamiento es
habitualmente un solapamiento con algo de variacion. La figura 7 desvela la SEQ ID NO: 42.

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 tipicos de respuestas de PTE a la vacuna de ConM o a la vacuna
natural 6ptima, alineando péptidos que inducen una respuesta con la region relevante de la vacuna. Son necesarias
buenas coincidencias con tramos sélidos de identidad entre vacuna y péptido PTE diana para conseguir una
reaccion a estas vacunas. La figura desvela las SEQ ID NO: 44-57, respectivamente, en orden de aparicion.

La Figura 10 es un diagrama que ilustra que las vacunas de mosaico generaron muchas respuestas que
reconocieron multiples péptidos solapantes variantes sin ninguna competicién antigénica evidente y con
respuestas locales amplias. En particular, se reconocieron cuatro péptidos PTE variables. Por otra parte, en la
region de solapamiento se reconocieron ambas formas de mosaico, asi como una combinacion de las dos.
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Finalmente, se reconocié una forma nueva (S). La Figura 10 desvela las SEQ ID NO: 58-63, respectivamente, en
orden de aparicion.

La Figura 11 es un diagrama que ilustra un patrén tipico 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
incluian péptidos variables que coinciden con aminoacidos en uno u otro de los mosaicos. Se identificaron 5
regiones sensibles a CD4. Por tanto, las respuestas de linfocitos T a mosaicos muestran mas péptidos variables
en una region dada. Esto parece suceder en particular con respuestas de linfocitos T CD8. Esto podria ser el
resultado de desencadenar multiples clones de linfocitos T que reconocen variantes de epitopos, y estos pueden
bloquear vias de escape adecuadas. No solamente hay mas respuestas, sino que son mas profundas y abarcan
mas variantes. La Figura 11 desvela respuestas de CD8 como SEQ ID NO: 64-101, respectivamente, en orden de
aparicion. Las respuestas de CD8 se desvelan como SEQ ID NO: 102-117, respectivamente, en orden de aparicion.
La Figura 12 es un grafico que muestra el numero de péptidos PTE variables solapantes que abarcan regiones
diana de linfocitos T inducidos por vacuna.

La Figura 13 es un grafico que muestra que la vacuna de 2 antigenos mosaico produce mas respuestas de linfocitos
T, en relacion con las vacunas de Mcon y OptC, a regiones que contienen uno o mas péptidos PTE solapantes. La
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 numero de respuestas a regiones que contienen uno o mas péptidos PTE solapantes en
lugar de péptidos individuales.

La Figura 14 es un diagrama que muestra el numero de respuestas de linfocitos T en animales después de la
administracion de vacunas de mosaico bivalente (Mos2), Mcon y OptC. La vacuna de mosaico bivalente (Mos2)
desencadena un numero mediano de 8 respuestas en linfocitos T CD8+, mientras que solamente un numero
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 nimero
mediano de 3 (intervalo: 2-5) respuestas en linfocitos T CD4+, mientras que solamente un numero mediano de 1
(intervalo: 0-2) y 0,5 (intervalo: 0-2) respuestas de linfocitos T CD4+ son desencadenadas por vacunas de Mcon y
OptC, respectivamente. Por tanto, la tendencia para respuestas es Mos2 > Mcon > OptC.

La Figura 15 es un grafico que muestra que las vacunas de mosaico pueden inducir mas respuestas que reaccionan
de forma cruzada con proteinas naturales del clado C que una vacuna natural del clado C: los péptidos agrupados
GAG que representan 5 proteinas. Los animales vacunados con el consenso del grupo M o la proteina natural del
clado C de cobertura éptima tuvieron 0-2 respuestas a los péptidos procedentes de estas proteinas, mientras que
los animales vacunados con mosaico pudieron responder a grupos de 1-5 péptidos. La vacuna de mosaico induce
mas respuestas a cada una de las proteinas ensayadas que Mcon o el C 6ptimo. Las respuestas de linfocitos T
inducidas por vacunas de mosaico también reconocieron mas conjuntos de péptidos agrupados que abarcaban
proteinas Gag reales. 10-12 subgrupos = péptidos 10x15meros (excepto 96ZM Gag, que es péptidos 5x20meros).
La Figura 16 es un grafico que muestra que el disefio de mosaico es robusto para cambios en polipéptidos viricos
a lo largo del tiempo (por ejemplo, Gag M).

La Figura 17 es un grafico que muestra que la cobertura usando optimizacion de nonameros es robusta sobre
longitudes casi de optimizacion (por ejemplo, 8-12meros) (se muestra Gag).

La Figura 18 es un grafico que muestra que un aumento en el numero de variantes aumenta la cobertura, pero
tiene solamente rendimientos decrecientes (se muestra Gag).

Las Figuras 19A-19B son graficos que muestran la amplitud y magnitud de respuestas de linfocitos T especificas
de epitopo a péptidos PTE. La Figura 19A es un grafico que muestra los numeros de respuestas de linfocitos T
CD4+ (superior) y CD8+ (inferior) especificas de epitopo a péptidos PTE individuales después de una Unica
inmunizacion de vectores rAd26 que expresan antigenos Gag, Pol y Env del VIH-1 mosaico (azul), M consenso
(verde), clado B + clado C (morado) o clado C natural 6ptimo (rojo). Se representan monos individuales en el eje
X. Los diferentes tonos de cada color reflejan respuestas a los diferentes antigenos (Gag, Pol, Env). La Figura 19B
es un grafico que muestra los nimeros 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 inmunizacion 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
que recibieron los antigenos Gag, Pol y Env del VIH-1 mosaico (azul), M consenso (verde), clado B + clado C
(morado) o clado C natural éptimo (rojo). Para cada epitopo, el nimero de monos, antigeno (G, Gag; P, Pol; E,
Env), niumero de subgrupo y nimero de péptidos PTE individuales estan indicados.

Las Figuras 21A-21C muestran un esquema que muestra respuestas de linfocitos T CD4+ a péptidos PTE en la
semana 4 después de inmunizacion mapeada en secuencias proteicas de Gag (Figura 21A) (SEQ ID NO: 121),
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 antigenos Gag, Pol y Env del VIH-1 mosaico (azul), M consenso (verde), clado B + clado C
(morado) o clado C natural éptimo (rojo). Para cada epitopo, el nimero de monos, antigeno (G, Gag; P, Pol; E,
Env), nimero de subgrupo y numero de péptidos PTE individuales estan indicados.

La Figura 22 es un esquema que muestra el alineamiento de secuencias de vacunas con péptidos PTE reactivos
en todos los monos en la semana 4 después de la inmunizacion con vectores rAd26 que expresan antigenos Gag,
Pol y Env del VIH-1 mosaico, M consenso, clado B + clado C o clado C natural 6ptimo. 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 nimeros de antigenos (G, Gag; P, Pol; E, Env) y péptidos PTE. La regién
de solapamiento minima se muestra en negrita. Se muestran polimorfismos de secuencias entre los dos antigenos
mosaico o los dos antigenos 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 aparicion.

Las regiones minimas en los péptidos que probablemente contengan el epitopo de respuesta inmunitaria, basandose
en el solapamiento entre péptidos reactivos cuando se produce, estan en negrita en las vacunas. Si no hay ningun
péptido solapante, se supone que el epitopo puede estar en cualquier parte del péptido, de modo que la region
completa esta en negrita. No se puede diferenciar entre diferentes respuestas de linfocitos T que se dirigen a epitopos
con diferentes limites en un péptido, o respuestas de linfocitos T clonales promiscuos que pueden tolerar la variacion
cuando estén presentes variantes; cualquiera de los escenarios podria ser ventajoso en una respuesta inmunitaria de
vacuna. El nimero de regiones diana corresponde al nimero minimo de respuestas de linfocitos T necesario para
explicar los datos.

Los aminoacidos en los que la vacuna y los péptidos no coinciden se escriben en rojo; si quedan en la regiéon que
probablemente porte el epitopo, estan en rojo en negrita. Las diferencias de aminoéacidos fuera de las regiones
solapantes cuando multiples péptidos solapan se marcan en rojo, pero en negrita.

Las vacunas siempre estan en la parte superior. La letra para cada proteina (Gag es G, Pol es P, Envolturaes E) y el
numero de péptido se usan para marcar cada péptido PTE reactivo. Los nimeros de proteinas y HXB2 estan detras
de cada péptido.

Para las vacunas de mosaico y clado B+C, hay 2 antigenos de cada una y ambos se incluyen en el alineamiento; las
diferencias de aminoacidos en las vacunas se indican en azul y, si el péptido reactivo porta el aminoacido variante en
el segundo mosaico, también esta en azul. En cada una de las posiciones donde los dos antigenos de vacuna difieren,
los péptidos reactivos también se marcan en negrita para indicar las posiciones donde la inclusion de dos variantes
puede haber influido en la respuesta inmunitaria a la vacuna y haber permitido mayor amplitud y profundidad.

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 region sensible a CD4. Para cada
region sensible, se escribe el nUmero de péptidos solapantes por region (por ejemplo, CD8: 12 CD4: 1) para evaluar
la profundidad de las respuestas; el dos es rojo para indicar que la region de solapamiento es variable en los péptidos
reactivos. Si la vacuna difiere, como el D/E en la segunda region reactiva, se marca en azul. Solamente la regién de
solapamiento esta en negrita. La H en E282 no se encontrd en ninguna de las vacunas de modo que esta marcado en
rojo; esta dentro de la regidon de solapamiento de modo que esta en negrita. Cada péptido reactivo tiene su proteina y
numeracion de HXB2 correspondiente indicado a la derecha.

Las Figuras 23A-23C son gréaficos que muestran la magnitud de todas las respuestas de linfocitos CD8+ (Figura 23A
y 23B) y CD4+ (Figura 23C) especificas de Gag, Pol y Env dispuestas de menor a mayor.

Las Figuras 24A-C muestran la profundidad de respuestas de linfocitos T especificas de epitopo 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 antigenos del clado C natural 6ptimo. La Figura 24B es un esquema que muestra un ejemplo de
respuestas de linfocitos mapeados en el mono 361 que recibieron los antigenos 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
reactivos bajo las secuencias de vacunas indicadas por el antigeno (G, Gag; P, Pol; E, Env) y los numeros de péptidos
PTE. La region de solapamiento minima se muestra en negrita. Se muestran polimorfismos de secuencias entre los
dos antigenos 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 grafico que muestra la profundidad de respuestas de linfocitos T CD4+
(superior) y CD8+ (inferior) después de inmunizacion con vectores rAd26 que expresan antigenos M consenso, clado
B + clado C o clado C natural 6ptimo. 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 region epitopica. La Figura 24A desvela
las SEQ ID NO: 641-650, respectivamente, en orden de aparicion. La Figura 24B desvela las SEQ ID NO: 651-685,
respectivamente, en orden de aparicion.

La Figura 25 es un grafico que muestra la amplitud de respuestas de linfocitos T especificas de epitopos a péptidos
Gag del VIH-1 de clados A, B y C. La amplitud de respuestas inmunitarias celulares se evalué 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 nimeros de subgrupos positivos después de una Unica inmunizacion de
vectores rAd26 que expresan antigenos Gag, Pol y Env del VIH-1 mosaico (azul), M consenso (verde), clado B + clado
C (morado) o clado C natural 6ptimo (rojo). Se representan monos individuales en el eje x.

La Figura 26A-D son graficos que muestran las respuestas inmunitarias celulares y humorales después de la

inmunizacién de refuerzo. Se muestran la magnitud (Fig. 26A) y amplitud (Fig. 26B) de respuestas de linfocitos T
individuales en la semana 4 después de la sensibilizacién (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 antigenos Gag, Pol y Env del VIH-1
mosaico, M consenso o clado C natural 6ptimo. 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 lineas representan
respuestas observadas en ambos puntos temporales y los puntos representan respuestas observados solamente en
un punto temporal. En la Fig. 26B, los diferentes tonos de cada color reflejan respuestas a los diferentes antigenos
(Gag, Pol, Env). La Figura 26C es un grafico que muestra los titulos de puntos finales de ELISA especificos de Env
en las semanas 0, 4 y 44. La Figura 26D es un grafico que muestra los titulos 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 titulos
de NAb para virus de leucemia murina como un control negativo fueron <20 para todas las muestras.

La Figura 27 es un grafico que muestra la cobertura tedrica de péptidos PTE por los diversos antigenos de vacuna.
Se muestra el porcentaje de péptidos PTE de 9 aminoacidos que estan abarcados por los antigenos Gag, Pol y Env
del VIH-1 mosaico (azul), M consenso (verde), clado B + clado C (morado) o clado C natural éptimo (rojo).

Descripcion detallada de la invencion

La invencion presenta polipéptidos viricos optimizados que se obtienen por ordenador de productos génicos viricos
de origen natural. Los polipéptidos viricos optimizados de la invencién permiten un aumento de la amplitud y
profundidad de inmunidad especifica de virus (por ejemplo, inmunidad celular, tal como respuestas inmunitarias
basadas en linfocitos T) después de inmunizacién de un sujeto (por ejemplo, un ser humano) con uno o mas
polipéptidos viricos optimizados de la invencién o vacunas (por ejemplo, un vector) que incorporan uno o mas
polipéptidos viricos optimizados de la invencion. La invencion proporciona vacunas que pueden administrarse a un
sujeto (por ejemplo, un ser humano) infectado con o en riesgo de infectarse con una infeccion virica. Las vacunas de
la invencién pueden incorporar al menos dos polipéptidos viricos optimizados definidos para cada producto génico
virico correspondiente representado. La incorporacién de al menos dos polipéptidos viricos optimizados definidos
permite aumento de la cobertura y representacion de epitopos inmunogénicos en la vacuna, que los inventores han
descubierto que dan como resultado un aumento del nimero total de respuestas inmunitarias especificas de virus
después de la vacunacion de un sujeto. También se desvelan métodos de administracion y fabricaciéon de vacunas,
vectores y polipéptidos viricos optimizados a un sujeto (por ejemplo, un ser humano). Las composiciones, métodos y
kits descritos en el presente documento pueden aumentar sustancialmente la diversidad, amplitud y/o profundidad de
las respuestas inmunitarias celulares especificas de virus proporcionando al menos dos polipéptidos viricos
optimizados definidos.

Polipéptidos viricos optimizados de la invencion

En determinadas realizaciones, la presente invencion proporciona vacunas polivalentes (por ejemplo, bivalentes) que
incorporan polipéptidos viricos optimizados por ordenador que corresponden a y se obtienen de productos génicos
viricos que circulan de forma natural. Se ensamblan proteinas mosaico polivalentes de secuencias naturales por
recombinacién informatica y se optimizan para proporcionar maxima cobertura de epitopos de linfocitos T (PTE)
potenciales para una valencia dada. Los antigenos mosaico son proteina de longitud completa que se disefian para
conservar la expresion y el procesamiento de antigenos naturales.

Los inventores han descubierto que la inmunizacién con dos polipéptidos viricos optimizados definidos
correspondientes a y procedentes de un unico producto génico virico (es decir, una vacuna bivalente) induce un
numero 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 virico (por ejemplo, secuencias basadas en aislados clinicos) o una secuencia consenso de
dichos polipéptidos de origen natural procedentes del mismo producto génico virico. En consecuencia, una vacuna
que incorpora polipéptidos viricos optimizados por ordenador, cuyas secuencias proporcionan cobertura maxima de
tramos cortos que no sean poco habituales de secuencias viricas en circulacion, puede aumentar la amplitud y
profundidad de la respuesta inmunitaria.

Se usa un algoritmo genético para crear conjuntos de polipéptidos viricos optimizados como mezclas "mosaico" de
fragmentos de un conjunto arbitrario de secuencias de productos génicos viricos de origen natural proporcionadas
como entradas. Esta estrategia de algoritmo genético usa secuencias proteicas desalineadas de una poblacion virica
general como un conjunto de datos de entrada y por lo tanto tiene la virtud de ser "independiente de alineamiento".
Crea polipéptidos viricos optimizados artificiales que se asemejan a proteinas viricas halladas en la naturaleza, pero
no son de origen natural. El algoritmo genético puede ajustarse para optimizar polipéptidos viricos de diferentes
longitudes, dependiendo de la diana pretendida o respuesta inmunitaria deseada. Ya que la mayoria de epitopos de
linfocitos T son de nueve aminoacidos de longitud, el algoritmo genético utilizado para disefar los polipéptidos viricos
optimizados de la invencién se baso en la optimizacion de cada secuencia de aminoacidos nonamérica consecutiva
de un producto génico virico dado (por ejemplo, Gag de VIH-1). De acuerdo con este enfoque, los nhonameros (por
ejemplo) que no existen en la naturaleza o que son muy poco habituales pueden excluirse - esta es una mejora en
relacion con estrategias de vacunas basadas en secuencia consenso ya que estas Ultimas pueden contener algunos
nonameros (por ejemplo) que aparecen poco o nada en la naturaleza. La definicion de aptitud usada para el algoritmo
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genético es que el céctel polivalente mas "apto" es la combinacién de secuencias viricas de entrada que proporciona
la mejor cobertura (mayor fraccién de coincidencias perfectas) de todos los nonameros en la poblacion y esta sometido
a la restriccion de que ninglin nonamero esta ausente o es poco habitual en la poblacion. El algoritmo genético usado
para generar los polipéptidos viricos optimizados de la invencidon se describe adicionalmente en la publicacién de
solicitud de patente internacional WO 2007/024941.

En una realizacion, la invencion 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 invencién
presenta una vacuna polivalente que incorpora dos o mas polipéptidos del VIH-1 optimizados. En cada caso, los
polipéptidos del VIH-1 optimizados se basan en todas las variantes del VIH-1 en circulacién global, conocidas como
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 basandose en genes de mosaico del
grupo M que utilizan solamente dos variantes por gen (por ejemplo, dos secuencias polipeptidicas 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-
1 induce una amplitud y profundidad significativamente mayores de respuestas inmunitarias celulares especificas del
VIH-1 en comparacién con otras dos estrategias de antigenos de vacunas principales (antigenos de M consenso y
antigenos de clado C naturales 6ptimos).

La invencion también presenta la fusion de polipéptidos viricos optimizados que corresponden a diferentes productos
geénicos viricos. El algoritmo genético descrito anteriormente puede usarse para generar polipéptidos fusionados para
Su uso en una vacuna de la invencion. 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 invencién para administracién a un sujeto (por ejemplo, un ser humano) infectado con o en riesgo de
infectarse con VIH-1. Las vacunas de la invencion (bien en forma de polipéptido o de acido nucleico) también pueden
incluir uno o mas polipéptidos no "mosaico" (0 secuencias que los codifican, respectivamente), tales como, por
ejemplo, las secuencias del clado C 6ptimas (SEQ ID NO: 30-36) o las secuencias consenso (SEQ ID NOS: 37-39).

Los polipéptidos viricos optimizados desvelados en la presente invencidon pueden prepararse convencionalmente por
técnicas de sintesis quimica, tales como las descritas por Merrifield, J. Amer. Chem. Soc. 85:2149 (1963) (véase
también, por ejemplo, Stemmer et al., 164 Gene 49 (1995)). Por ejemplo, las vacunas pueden prepararse facilmente
usando sintesis peptidica de fase sodlida (SPPS). Puede realizarse sintesis de fase sélida automatica usando uno
cualquiera de varios sintetizadores automaticos disponibles en el mercado, bien conocidos, tales como el sintetizador
de péptidos Applied Biosystems ABI 433A. Como alternativa, los polipéptidos viricos optimizados de la invencién
pueden producirse de forma recombinante transfectando o transduciendo una célula o un organismo con un acido
nucleico o vector (por ejemplo, un vector virico, como un adenovirus) que permite la expresion intracelular del
polipéptido virico optimizado. Pueden sintetizarse acidos nucleicos y vectores que codifican la secuencia de
nucledtidos de polipéptidos viricos optimizados de la invencion mediante técnicas de ADN recombinante bien
conocidas, incluyendo los descritos en el presente documento.

Vacunas de la invencion

La invenciéon 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 invencién contiene al menos uno de los polipéptidos
viricos optimizados de la invencion, como se analiza en el presente documento, incluyendo el polipéptido virico
optimizado que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 9. La vacuna de la invencién puede ser
un acido nucleico que codifica la secuencia de nucleétidos de dos o mas polipéptidos viricos optimizados de la
invencion (por ejemplo, el componente inmunogénico de un vector virico recombinante (por ejemplo, subunidad) o de
organismo completo (por ejemplo, virus completo)). Los acidos nucleicos incluyen vectores (por ejemplo, vectores
viricos, tales como adenovirus) que incorporan la secuencia de nucleétidos de dos o mas polipéptidos viricos
optimizados de la invencidn. Los polipéptidos viricos optimizados de la invencion, asi como vacunas, acidos nucleicos
y vectores que incorporan polipéptidos viricos optimizados, pueden expresarse de forma recombinante en una célula
0 un organismo o pueden administrarse directamente al sujeto (por ejemplo, un ser humano) infectado con, o en riesgo
de infectarse con, un virus.

Vectores de la invencion

La invencion también presenta vectores que codifican las secuencias de nucleétidos (por ejemplo, ADN o ARN) de
uno o mas polipéptidos viricos optimizados de la invencion, incluyendo un vector que codifica un polipéptido virico
optimizado que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 9. El vector puede ser un vehiculo (por
ejemplo, un liposoma), un plasmido, un césmido, un cromosoma artificial de levadura o un virus que incluye una
secuencia de nucledtidos que codifica uno o mas polipéptidos viricos optimizados de la invencién. El vector puede
incluir secuencias de acido nucleico adicionales de varias fuentes.

Pueden construirse vectores que codifican uno o mas polipéptidos viricos optimizados de la invencién usando
cualquier técnica de biologia molecular recombinante conocida en este campo. El vector, tras la transfeccién o
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transduccioén de una célula u organismo diana, puede ser extracromosémico o puede estar integrado en el cromosoma
de la célula hospedadora. El componente de acido nucleico de un vector puede estar en un numero de copias individual
o multiple por célula diana y puede ser lineal, circular o concatemerizado.

Los vectores de la invencién también pueden incluir secuencias de sitios de entrada de ribosoma internos (IRES) para
permitir la expresion de multiples cadenas peptidicas o polipeptidicas de un Unico transcrito de acido nucleico. Por
ejemplo, un vector de la invencion puede codificar uno o mas polipéptidos viricos optimizados de la invencion, asi
como otro polipéptido (por ejemplo, un marcador detectable, tal como proteina verde fluorescente (GFP)).

Los vectores de la invencién incluyen ademas elementos de expresion génica que facilitan la expresion de polipéptidos
viricos optimizados de la invencién. Los elementos de expresion génica utiles para la expresion de un vector que
codifica un polipéptido virico optimizado de la invencidn incluyen, pero sin limitacion, (a) secuencias reguladoras, tales
como promotores de transcripcién virica 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 poliadenilacion tales como los procedentes de la region tardia de SV40; y (c) sitios de poliadenilacion tales
como en SV40. También se incluyen origenes de replicacion plasmidicos, genes de resistencia a antibiéticos o
seleccion, multiples sitios de clonacion (por ejemplo, loci de escisién de enzimas de restriccion) y otras secuencias
génicas viricas (por ejemplo, secuencias que codifican elementos estructurales, funcionales o reguladores viricos,
tales como la repeticion terminal larga (LTR) del VIH).

Los vectores de la invencion también pueden incluir polipéptidos viricos optimizados de la invencién que se han
optimizado para expresion en seres humanos, tales como, por ejemplo, una cualquiera de las SEQ ID NO: 11, 14-18
y 23.

Los vectores de la invencidn también pueden modificarse técnicamente para incluir un sitio de clonacién multiple (MCS)
que tiene los siguientes sitios de escision enzimatica: Xbal-EcoRI-Kozak-Inicio...Detenciéon-BamHI-Nhel; y la siguiente
secuencia: TCTAGA GAATTC GCCACC [ATG gen TAA TGA] GGATCC GCTAGC. Pueden usarse vectores que tienen
este MCS con polipéptidos viricos optimizados que no tienen ningun sitio Xbal, EcoRI, BamHI, Nhel interno y ningun
tramo de 6 o mas C o G.

Administracién in vivo

Las vacunas de la invencién son utiles en métodos para la administracion in vivo de una o mas vacunas de la invencion
(por ejemplo, un vector que codifica dos o mas polipéptidos viricos optimizados de la invencién) a un sujeto (por
ejemplo, un ser humano) para facilitar la expresion de dos o mas polipéptidos viricos optimizados de la invencion. Tras
administrar la vacuna al sujeto, se expresaran uno o mas polipéptidos viricos optimizados de la invencién que pueden
inducir respuestas inmunitarias protectoras o terapéuticas (por ejemplo, respuestas inmunitarias celulares o
humorales) dirigidas contra los inmundgenos viricos.

Pueden emplearse varios tipos de vectores para suministrar una secuencia de nucleétidos que codifica uno o mas
polipéptidos viricos optimizados de la invencion directamente a un sujeto (por ejemplo, un ser humano). Los vectores
de la invencién incluyen virus, ADN desnudo, oligonucleétidos, lipidos catidnicos (por ejemplo, liposomas), polimeros
catiodnicos (por ejemplo, polisomas), virosomas y dendrimeros.

Transfeccion y transduccion ex vivo

Las vacunas de la invencion también pueden usarse en métodos para la transfeccion y transduccion de células ex
vivo (por ejemplo, células sanguineas, tales como linfocitos), seguido de la administracion de estas células a un sujeto
(por ejemplo, un ser humano). Las células pueden ser autélogas para el sujeto tratado. Las células pueden
transfectarse o transducirse ex vivo con uno o mas vectores que codifican la secuencia de nucleétidos de uno o mas
polipéptidos viricos optimizados de la invencién para permitir la expresion temporal o permanente de los polipéptidos
viricos optimizados en el sujeto tratado. Tras administrar estas células modificadas al sujeto, se expresaran uno o mas
vectores viricos optimizados de la invencion que pueden inducir respuestas inmunitarias protectoras o terapéuticas
(por ejemplo, respuestas inmunitarias celulares o humorales) dirigidas contra los inmundgenos viricos.

Pueden emplearse varios tipos de vectores para suministrar una secuencia de nucleétidos que codifica uno o mas
polipéptidos viricos optimizados de la invencién a una célula (por ejemplo, una célula sanguinea, tal como un linfocito).
Los vectores de la invencion incluyen virus, ADN desnudo, oligonucledtidos, lipidos catidnicos (por ejemplo,
liposomas), polimeros catiénicos (por ejemplo, polisomas), virosomas y dendrimeros. Las vacunas de la presente
invencion también pueden usarse en métodos para la transfeccidon o transduccién ex vivo de células (por ejemplo,
células sanguineas) seguido de la administracion de estas células de vuelta al sujeto donante para permitir la expresion
de polipéptidos viricos optimizados de la invencién que tienen propiedades inmunogénicas. Las células que pueden
aislarse y transfectarse o transducirse ex vivo segun estos métodos incluyen, pero sin limitacién, células sanguineas,
células cutaneas, fibroblastos, células endoteliales, células de musculo esquelético, hepatocitos, células epiteliales de
prostata y células endoteliales vasculares. Las células madre también son células apropiadas para transducciéon o
transfeccion con un vector de la invencién. Las células totipotentes, pluripotentes, multipotentes o unipotentes,
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incluyendo células progenitoras de médula d6sea y células madre hematopoyéticas (HSC), pueden aislarse y
transfectarse o transducirse con un vector que codifica uno o mas polipéptidos viricos optimizados de la invencion y
administrarse a un sujeto segun estos métodos.

El método de transfeccién o transduccion usado para expresar un vector virico optimizado de la invencién tiene una
fuerte influencia en la fuerza y longevidad de la expresion proteica en la célula transfectada o transducida vy,
posteriormente, en el sujeto que recibe la célula. La presente invencion proporciona vectores que son de naturaleza
temporal (por ejemplo, vectores adenoviricos) o de larga duracién (por ejemplo, vectores retroviricos). Se conocen en
la técnica secuencias reguladoras (por ejemplo, promotores y potenciadores) que pueden usarse para regular la
expresion de proteinas. El tipo de célula que se transfecta o transduce también tiene una fuerte influencia en la fuerza
y longevidad de la expresion de proteinas. Por ejemplo, puede esperarse que los tipos celulares con altas tasas de
renovacion tengan periodos mas cortos de expresion de proteinas.

Vectores viricos

Pueden usarse vectores viricos que codifican la secuencia de nucleétidos de uno o mas polipéptidos viricos
optimizados de la invencién como una vacuna de la invencion. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos de uno o mas
polipéptidos viricos optimizados de la invencién puede insertarse de forma recombinante en la de un genoma virico
natural o modificado (por ejemplo, atenuado) adecuado para la transduccion de un sujeto (por ejemplo, administracion
in vivo) o células aisladas de un sujeto (por ejemplo, para transduccién ex vivo seguida de administracion de las células
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 viricos (por ejemplo, todos los componentes no relacionados con el agente de vacuna inmunogénica).
Un vector de la invenciéon puede ser expresado por la célula transducida y secretada al espacio extracelular o
permanecer con la célula de expresion (por ejemplo, como una molécula intracelular o presentada en la superficie
celular). También pueden usarse vectores viricos quiméricos o pseudotipados para transducir una célula para permitir
la expresion de uno o mas polipéptidos viricos optimizados de la invencion. Se describen posteriormente vectores
ejemplares.

Adenovirus

Los adenovirus recombinantes ofrecen varias ventajas significativas para su uso como vectores para la expresion de
uno o mas polipéptidos viricos optimizados de la invencion. Los virus pueden prepararse hasta alta titulacion, pueden
infectar células no replicativas y pueden conferir transduccion de alta eficacia de células diana ex vivo después de
contacto con una poblacién de células diana. Asimismo, los adenovirus no integran su ADN en el genoma del
hospedador. Por tanto, su uso como vectores de expresion tiene un riesgo reducido de induccién de trastornos
proliferativos espontaneos. En modelos animales, se ha descubierto en general que los vectores adenoviricos median
en la expresion a alto nivel durante aproximadamente una semana. La duracién de la expresion transgénica (expresion
de un acido nucleico que codifica un polipéptido virico optimizado de la invencién) puede prolongarse usando
promotores especificos de célula o tejido. Otras mejoras en la ingenieria molecular del vector adenovirico en si mismo
han producido expresion transgénica mas sostenida y menos inflamacion. Esto se ve con vectores denominados de
"segunda generacion" que albergan mutaciones especificas en genes adenoviricos tempranos adicionales y vectores
"vacios" en los que practicamente todos los genes viricos 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)).

Los vectores adenoviricos de serotipo poco habitual y quiméricos divulgados en las publicaciones de solicitud de
patente internacional WO 2006/040330 y WO 2007/104792, son particularmente utiles como vectores de la invencion.
Por ejemplo, los adenovirus recombinantes rAd26, rAd34, rAd35, rAd48 y rAd5HVR48 pueden codificar uno o mas
polipéptidos viricos optimizados de la invencion. Uno o mas vectores viricos recombinantes que codifican polipéptidos
viricos optimizados de la invencién pueden administrarse a un sujeto para tratar o prevenir una infeccion virica.

Virus adenoasociados (VAA)

Los virus adenoasociados (VAAr), procedentes de parvovirus no patégenos, también pueden usarse para expresar
polipéptidos viricos optimizados de la invencion ya que estos vectores no inducen casi ninguna respuesta inmunitaria
celular antivector y producen expresion transgénica que dura meses en la mayoria de sistemas experimentales.

Retrovirus

Los retrovirus son Utiles para la expresiéon de polipéptidos viricos optimizados de la invencién. A diferencia de
adenovirus, el genoma retrovirico se basa en ARN. Cuando un retrovirus infecta una célula, introducira su ARN junto
con varias enzimas en la célula. Las moléculas de ARN virico del retrovirus produciran una copia de ADN bicatenario,
denominada provirus, mediante un proceso denominado transcripcion inversa. Después del transporte al nucleo
celular, el ADN provirico 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
introducir de forma permanente un gen en una célula u organismo es la caracteristica 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 proteinas accesorias para facilitar la infeccién virica e integracion provirica. Los
vectores lentiviricos, de "tercera generacion”, actuales, presentan incompetencia de replicacion total, tropismo amplio
y capacidad de transferencia génica aumentada para células de mamifero (véase, por ejemplo, Mangeat y Trono,
Human Gene Therapy 16(8):913 (2005) y Wiznerowicz y Trono, Trends Biotechnol. 23(1):42 (2005)).

Otros vectores viricos

Ademas de vectores adenoviricos y retroviricos, se conocen en este campo otros vectores viricos y técnicas que
pueden usarse para expresar polipéptidos viricos optimizados de la invencion en una célula (por ejemplo, una célula
sanguinea, 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.°
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.° 5.643.576), picornavirus (por ejemplo, poliovirus; véase, por ejemplo, la
patente de los Estados Unidos n.° 5.639.649), baculovirus, y otros descritos por Wattanapitayakul y Bauer (Biomed.
Pharmacother, 54:487 (2000)).

Otros vectores de expresion: ADN desnudo y oligonucledtidos

También pueden usarse ADN desnudo u oligonucleétidos que codifican uno o mas polipéptidos viricos optimizados
de la invencion para expresar estos polipéptidos en una célula (por ejemplo, una célula sanguinea, 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
mas sencillo de transfeccion no virica. Existen métodos eficaces para el suministro de ADN desnudo tales como
electroporacion y el uso de una "pistola génica", que dispara particulas de oro recubiertas con ADN en un célula
usando gas de alta presion y particulas transportadoras (por ejemplo, oro).

Lipoplejos y poliplejos

Para mejorar el suministro de un acido nucleico que codifica un polipéptido virico optimizado de la invencién en una
célula o sujeto, pueden usarse lipoplejos (por ejemplo, liposomas) y poliplejos para proteger el ADN del vector de
degradacion indeseable durante el proceso de transfeccion. EI ADN plasmidico puede cubrirse con lipidos 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 lipidos, aniénicos (con carga negativa), neutros o catiénicos (con carga
positiva). Los lipoplejos que utilizan lipidos catiénicos han demostrado utilidad para la transferencia génica. Los lipidos
cationicos, debido a su carga positiva, forman complejo de forma natural con el ADN de carga negativa. Ademas, como
resultado de su carga interaccionan con la membrana celular, se produce endocitosis del lipoplejo y el ADN se liberan
al citoplasma. Los lipidos catiénicos también protegen contra la degradacion del ADN por la célula.

Los complejos de polimeros con ADN se denominan poliplejos. La mayoria de los poliplejos consisten en polimeros
catidnicos y su produccién se regula por interacciones idnicas. Una gran diferencia entre los métodos de accién 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 cotransfeccion con agentes liticos de endosomas (para lisar el endosoma que se realiza durante
la endocitosis) tales como adenovirus inactivados. Sin embargo, esto no siempre sucede; los polimeros tales como
polietilenimina tienen su propio método de alteracién de endosomas, como también quitosano y trimetilquitosano.

Los lipidos catiénicos y polimeros ejemplares que pueden usarse en combinacion con un acido nucleico que codifica
un polipéptido virico optimizado de la invencidon para formar lipoplejos o poliplejos incluyen, pero sin limitacion,
polietilenimina, lipofectina, lipofectamina, polilisina, quitosano, trimetilquitosano y alginato.

Métodos hibridos

Varios métodos hibridos de transferencia génica combinan dos o mas 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 mas eficaz en células epiteliales respiratorias que métodos viricos o liposémicos solos. Otros
métodos implican la mezcla de otros vectores viricos con lipidos catidnicos o virus de hibridacion. Cada uno de estos
métodos puede usarse para facilitar la transferencia de un acido nucleico que codifica polipéptidos viricos optimizados
de la invencion en una célula (por ejemplo, una célula sanguinea, tal como un linfocito) o sujeto (por ejemplo, un ser
humano).

Dendrimeros
Los dendrimeros también pueden usarse para transferir un acido nucleico que codifica un polipéptido virico optimizado
de la invencion en una célula (por ejemplo, una célula sanguinea, tal como un linfocito) o sujeto (por ejemplo, un ser

humano). Un dendrimero es una macromolécula altamente ramificada con una forma esférica. La superficie de la
particula puede funcionalizarse de muchas maneras y muchas de las propiedades de la construccion resultante se
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determinan por su superficie. En particular es posible construir un dendrimero catiénico (es decir uno con una carga
superficial positiva). Cuando esta en presencia de material genémico tal como ADN o ARN, la complementariedad de
la carga conduce a una asociacién temporal del acido nucleico con el dendrimero catidnico. Una vez que alcanza su
destino, el complejo de dendrimero-acido nucleico se toma después en la célula a través de endocitosis.
Administracion in vivo

La invenciéon también presenta vacunas utiles en métodos in vivo para inmunizar a un sujeto (por ejemplo, un ser
humano). En una realizacién, una o mas vacunas de la invencion pueden ser para administracion 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 mas polipéptidos viricos
optimizados de la invencién, como se han descrito anteriormente, puede administrarse directamente a un sujeto para
prevenir o tratar una infeccion virica. Un vector (por ejemplo, un vector virico) que transfecta o transduce eficazmente
una o mas células in vivo puede inducir una respuesta inmunitaria amplia, duradera y potente en el sujeto tratado. Tras
la transferencia del componente de acido nucleico del vector de expresién en una célula hospedadora (por ejemplo,
una célula sanguinea, tal como un linfocito), la célula hospedadora produce y presenta o secreta la vacuna de la
invencion, que después actla para activar componentes del sistema inmunitario tales como células presentadoras de
antigenos (APC), linfocitos T y linfocitos B, que dan como resultado el establecimiento de la inmunidad.

Composiciones farmacéuticas

La invencién también presenta las vacunas, vectores y polipéptidos viricos optimizados de la invencidon en combinacion
con uno o mas excipientes, diluyentes, tampones u otros vehiculos aceptables farmacéuticamente aceptables. La
formulacion de una vacuna, vector o polipéptidos viricos optimizados empleara o permitira la expresion de una cantidad
eficaz de inmundgeno polipeptidico virico optimizado. Es decir, se incluira una cantidad de antigeno que provocara
que el sujeto tratado (por ejemplo, un ser humano) produzca una respuesta inmunoloégica especifica y suficiente para
transmitir proteccion al sujeto para la exposicion posterior a un virus (por ejemplo, VIH-1) o para tratar una infeccion
virica existente. Por ejemplo, una formulaciéon de una vacuna de la invencidon puede permitir la expresion de una
cantidad de antigeno que provocara que el sujeto produzca una respuesta inmunitaria celular amplia y especifica. Un
sujeto tratado con una vacuna, vector o polipéptido virico optimizado de la invencion también puede producir
anticuerpos antiviricos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) que pueden conferir un beneficio protector o
terapéutico al sujeto. Una vacuna, vector o polipéptido virico optimizado de la invencién puede administrarse
directamente a un sujeto, solo o en combinacion con cualquier vehiculo, sal o adyuvante farmacéuticamente aceptable
conocido en la técnica.

Las sales farmacéuticamente aceptables pueden incluir sales de adiciéon de acidos no téxicas o complejos metalicos
que se usan habitualmente en la industria farmacéutica. Los ejemplos de sales de adicion de acidos incluyen acidos
organicos, tales como &acidos acético, lactico, pamoico, maleico, citrico, malico, ascérbico, succinico, benzoico,
palmitico, subérico, salicilico, tartarico, metanosulfénico, toluenosulfénico o trifluoroacético o similares; acidos
poliméricos tales como acido tanico, carboximetilcelulosa o similares; y acidos inorganicos tales como acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido fosforico o similares. Los complejos metalicos incluyen cinc,
hierro, y similares. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable ejemplar es la solucién salina fisiolégica. Otros vehiculos
fisiolégicamente aceptables y sus formulaciones son conocidos por un experto en la materia y se describen, por
ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, (18?2 edicion), ed. A. Gennaro, 1990, Mack Publishing Company,
Easton, PA.

Las formulaciones farmacéuticas de una cantidad profilactica o terapéuticamente eficaz de una vacuna, vector o
polipéptido virico optimizado de la invenciéon pueden administrarse por via oral, parenteral (por ejemplo, inyeccion
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa o subcutanea, inhalacion, via intradérmica, gotas 6pticas o implante), nasal,
vaginal, rectal, sublingual o tdpica, en mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable adaptado para la via de
administracion. La concentracion de una vacuna, vector o polipéptido virico optimizado de la invencion en la
formulacion puede variar de aproximadamente 0,1-100 % en peso.

Las formulaciones para administracién parenteral de composiciones que contienen una vacuna, vector o polipéptido
virico optimizado de la invencién incluyen soluciones, suspensiones o emulsiones acuosas o no acuosas estériles. Los
ejemplos de vehiculos adecuados incluyen propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales, gelatina, nafalenos
hidrogenados y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Dichas formulaciones también pueden
contener adyuvantes, tales como agentes conservantes, humectantes, emulsionantes y dispersantes. Pueden usarse
polimero de lactida biocompatible, biodegradable, copolimero de lactida/glicélido o copolimeros de polioxietileno-
polioxipropileno para controlar la liberacion de los compuestos. Otros sistemas de suministro parenteral
potencialmente Utiles para composiciones que contienen una vacuna, vector o polipéptido virico optimizado de la
invencion incluyen particulas de copolimeros de etileno-acetato de vinilo, bombas osméticas, sistemas de infusion
implantables y liposomas.

Las formulaciones liquidas pueden esterilizarse mediante, por ejemplo, filtracién a través de un filtro que retenga
bacterias, incorporando agentes esterilizantes en las composiciones o irradiando o calentando las composiciones.
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Como alternativa, también pueden fabricarse en forma de composiciones sdlidas, estériles, que se pueden disolver en
agua estéril o en algun otro medio inyectable estéril inmediatamente antes de su uso.

Las composiciones que contienen vacuna, vector o polipéptido virico optimizado de la invencién para administracion
rectal o vaginal son preferentemente supositorios que pueden contener, ademas de sustancias activas, excipientes
tales como manteca de cacao y una cera de supositorio. También se preparan composiciones para administracion
nasal o sublingual con excipientes convencionales conocidos en la técnica. Las formulaciones para inhalacion 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 administracién en forma de
gotas nasales o nebulizador, o como un gel.

La cantidad del principio activo en las composiciones de la invencidon puede variarse. Un experto en la materia
apreciara que las dosificaciones individuales exactas pueden ajustarse algo dependiendo de una diversidad de
factores, incluyendo el péptido que se administra, el tiempo de administracién, la via de administracion, la naturaleza
de la formulacion, la tasa de excrecion, la naturaleza de las condiciones del sujeto y la edad, el peso, la salud y el sexo
del paciente. Ademas, la gravedad de la afeccion tratada por la vacuna, vector o polipéptido virico optimizado también
tendra una influencia en el nivel de dosificacion. En general, se administran niveles de dosificacion de entre 0,1 ug/kg
y 100 mg/kg de peso corporal diariamente como una Unica dosis o dividida en multiples dosis. Preferentemente, el
intervalo de dosis general es de entre 250 pg/kg y 5,0 mg/kg de peso corporal al dia. Son esperables amplias
variaciones de la dosificacion necesaria a la vista de las diferentes eficacias de las diversas vias de administracion.
Por ejemplo, se esperaria en general que la administraciéon oral requiriera mayores niveles de dosificacion que la
administracion por inyeccion intravenosa. Las variaciones en estos niveles de dosificacion pueden ajustarse usando
rutinas empiricas convencionales para optimizacién, que son bien conocidos en la técnica. En general, la dosificacion
profilactica o terapéuticamente eficaz precisa puede ser determinada por el especialista clinico a cargo considerando
los factores anteriormente identificados.

La cantidad de una vacuna, vector o polipéptido virico optimizado de la invencion presente en cada dosis
proporcionada a un paciente se selecciona teniendo en consideracion la edad, el peso, el sexo, la condicion fisica
general del paciente y similares. La cantidad de una vacuna, vector o polipéptido virico optimizado necesaria para
inducir una respuesta inmunitaria (por ejemplo, una respuesta inmunitaria celular) o producir un efecto exégeno en el
paciente sin efectos secundarios adversos significativos varia dependiendo de la composiciéon 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 cronica la vacuna, el vector o el polipéptido virico
optimizado de la invencién. Para uso terapéutico o uso profilactico, pueden ser deseables dosificaciones repetidas de
la vacuna de inmunizacion, el vector o el polipéptido virico optimizado, tales como un refuerzo anual o un refuerzo en
otros intervalos. La dosificacidon administrada variara, por supuesto, dependiendo de factores conocidos tales como
las caracteristicas farmacodinamicas de la vacuna, el vector o el polipéptido virico optimizado particular, y su modo y
via de administracion; la edad, la salud y el peso del receptor; la naturaleza y el alcance de los sintomas, el tipo de
tratamiento simultaneo, la frecuencia del tratamiento y la naturaleza del efecto deseado. Una vacuna, vector o
polipéptido virico optimizado de la invencion puede administrarse en tratamientos cronicos para sujetos en riesgo de
infeccion aguda debido a pinchazos o infeccién materna. Una frecuencia de dosificacion para dichas infecciones
"agudas" puede variar de dosificaciones diarias a una o dos veces a la semana i.v. o i.m., durante una duracién de
aproximadamente 6 semanas. La vacuna, el vector o polipéptido virico optimizado también puede emplearse en
tratamientos crénicos para pacientes infectados, o pacientes con infeccién avanzada con un virus (por ejemplo, VIH-
1). En pacientes infectados, la frecuencia de administracion cronica puede variar de dosificaciones diarias a una o dos
veces a la semana i.m. y puede depender de la semivida del inmundgeno presente en la vacuna, el vector o el
polipéptido virico optimizado de la invencion.

Adyuvantes

Una vacuna de la invencion usada para vacunar a un mamifero (por ejemplo, un ser humano) que lo necesite contra
un virus puede administrarse simultdneamente con uno o mas 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 utiles para algunas vacunas incluyendo hepatitis B, difteria, polio, rabia y gripe.
Otros adyuvantes utiles incluyen adyuvante completo de Freund (CFA), adyuvante incompleto de Freund (IFA),
dipéptido de muramilo (MDP), analogos sintéticos de MDP, N-acetiimuramil-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 estan presentes en la forma de una emulsién de
aceite en agua que tiene gotas de aceite siendo sustancialmente todos ellos de menos de un micrometro de diametro.

Kits
La invencion proporciona kits que incluyen una composicién farmacéutica que contiene una vacuna, vector o
polipéptido virico optimizado de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en una cantidad

terapéuticamente eficaz para prevenir o tratar una infeccion virica. Los kits incluyen instrucciones para permitir que un
especialista clinico (por ejemplo, un médico o enfermero) para administrar la composiciéon contenida en los mismos.
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Preferentemente, los kits incluyen multiples envases de la composiciéon o las composiciones farmacéuticas de una
Unica dosis que contienen una cantidad eficaz de una vacuna, vector o polipéptido virico optimizado de la invencion.
Opcionalmente, pueden incluirse en los kits instrumentos o dispositivos necesarios para administrar la o las
composiciones farmacéuticas. Por ejemplo, un kit de la presente invencién puede proporcionar una o mas jeringas
precargadas que contienen una cantidad eficaz de una vacuna, vector o polipéptido virico optimizado de la invencion.
Asimismo, los kits también pueden incluir componentes adicionales tales como instrucciones o programas de
administracion 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 virico optimizado de la invencion.

Resultara evidente para los expertos en la materia que pueden hacerse diversas modificaciones y variaciones en las
composiciones, métodos y kits de la presente invencion sin alejarse del alcance de la invencion. Por tanto, se pretende
que la presente invencion abarque las modificaciones y variaciones de la presente invencion siempre que queden
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes.

Ejemplos

La presente invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos, que no se pretenden en ningin modo que sean
limitantes de la invencion.

Ejemplo 1

Las secuencias de antigenos 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 practicas para el desarrollo
de vacunas eliminando la actividad de escision/fusion en Env (SEQ ID NO: 9-11), eliminando la actividad catalitica en
Pol (SEQ ID NO: 12-14), eliminando sitios de miristilacién en Nef (SEQ ID NO: 16-18) y construyendo construcciones
de fusién incluyendo GagNef, GagPol o GagPolNef (SEQ ID NO: 19-29). También se representan los genes de clado
C naturales 6ptimos comparadores (SEQ ID NO: 30-36).

Ejemplo 2

Se inmunizaron monos rhesus con 3x10'° 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 éptimo (Grupo 3). Las secuencias de M
consenso representan secuencias sintéticas que representan el mejor "promedio” de virus en circulacién en todo el
mundo. Las secuencias de M mosaico bivalentes se han descrito anteriormente. Las secuencias del clado C naturales
optimas son secuencias de origen natural de virus VIH-1 del clado C reales que tienen el caracter mas de "tipo
consenso". Se evalud la amplitud inmunitaria celular evaluando el numero de péptidos de respuesta del conjunto de
péptidos de epitopos de linfocitos T (PTE) potenciales globales. Los péptidos PTE representan >85 % de secuencias
del VIH-1 globales y estan libremente disponibles del NIH.

Los resultados muestran que las nuevas secuencias de M mosaico bivalentes rindieron drasticamente mejor que estos
otros dos conceptos antigénicos principales. Como se muestra en la Tabla 1, los antigenos de M mosaico bivalentes
indujeron un aumento significativo de la amplitud de respuestas de linfocitos T especificas de Gag, especificas de Env,
especificas de Pol y totales en comparacion con antigenos de M consenso y antigenos de clado C naturales 6ptimos.
(La media representa el n.° promedio de epitopos en cada grupo de monos; ETM representa el error tipico de la media).

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

Amplitud | Grupo I: M Consenso | Grupo Il: M Mosaico bivalente | Grupo Ill: 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 24 0,5
Total 6,7 0,7 19,9 1,9 6,1 1,1

Ejemplo 3

Se inmunizaron macacos IM con 3x10'° 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 éptimo (Grupo 3; n=6) descritas en el
Ejemplo 2. Se evalué la amplitud inmunitaria celular evaluando el numero de péptidos de respuesta del conjunto de
péptidos de epitopos de linfocitos T (PTE) potenciales globales.

Como una lectura, se evaluaron las respuestas de Elispot de IFNy CD4/CD8 a péptidos PTE agrupados (magnitud).

Los epitopos se mapearon exhaustivamente usando péptidos PTE de 15 unidades para evaluar el nUmero de positivos
(los positivos se definieron como 55 células formadoras de puntos (CFP) por cada 108 PBMC y 4x fondo). También se
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ensayaron conjuntos agrupados de péptidos solapantes que abarcan 5 proteinas Gag para comparar las respuestas
a un conjunto de proteinas completas.

Los resultados muestran que las secuencias de M mosaico bivalentes rindieron drasticamente mejor que los otros dos
conceptos antigénicos principales (Mcon y OptC).

Ejemplo 4

Se us6 modelizacion para validar la observacién de los inventores de que las respuestas de linfocitos T aumentan
como resultado de la vacuna de mosaico. Los inventores ajustaron modelos de regresién de Poisson que predijeron
el numero de péptidos reactivos en funcién de la vacuna, el polipéptido y el tipo de linfocito T y después realizaron una
eliminacion por etapas de interacciones. Los inventores observaron que, aunque la vacuna de mosaico produjo una
potenciacion altamente significativa en el nimero de respuestas de PTE positivas, lo hizo de forma mas o menos
uniforme en todas las poliproteinas y tipos de linfocitos T. Por tanto, se puede predecir el nimero de péptidos que
tiene un efecto positivo en un animal combinando contribuciones que dependen, por separado, del tipo de linfocito T,
el polipéptido y la vacuna que el animal recibio.

Estos modelos también incluyeron efectos aleatorios para explicar la variacion entre animales. Esta es una precaucion
disefiada para permitir valores de p mas creibles, asignando apropiadamente el potencial predictivo del modelo.

Los inventores observaron los siguientes efectos:

a) Hay muchas mas respuestas de CD8 que respuestas de CD4, por un factor de 4,37, p <2 x 10-6;

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 mas
largo que Gag y por lo tanto tiene mas oportunidad de reaccionar); y

c) La vacuna de mosaico genera significativamente mas respuestas positivas que Mcon (por un factor de 3,6, p =
6,26 x 10-'") mientras que OptC genera menos, aunque la diferencia de Mcon-OptC no es significativa.

Ejemplo 5

Si se considera solamente el nUmero minimo de respuestas inducidas por una vacuna y detectadas por péptidos PTE,
de modo que todos los péptidos que solapan en = 8 aminoacidos independientemente de la variacion se cuentan
solamente 1 vez, las vacunas de mosaico aun generan un mayor nimero de respuestas a regiones definidas.

Para el CD8, contando cada conjunto de péptidos solapantes solamente una vez:

Sumario estadistico:

Mos2 > Mcon - OptC (Mcon muestra una tendencia a mas respuesta que OptC)

El valor de p de Wilcoxon para Mos2 en comparacion con Mcon: valor de p = 0,0009992

El valor de p de Wilcoxon para Mcon en comparacion con C 6ptimo: valor de p = 0,2351

Sumario de los grupos:
Vacuna Min. 1¢"Cu. Mediana Media 3°" Cu. Max.

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

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 estadistico:

Mos2 >> Mcon ~ OptC (Mcon muestra una tendencia a mas respuesta que OptC)

El valor de p de Wilcoxon para Mos2 en comparacion con Mcon: valor de p = 0,00198
El valor de p de Wilcoxon para Mcon en comparacion con C éptimo: 0,099

Sumario de los grupos:
Vacuna Min. 1¢"Cu. Mediana Media 3°"Cu. Max.

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: Regresion de Poisson contando cada conjunto de péptidos solapantes solamente una vez

Usando péptidos PTE solapantes, los inventores determinaron lo siguiente, que estan en amplio acuerdo con los
resultados analizados en el Ejemplo 4 anterior, donde cada respuesta de PTE positiva se conto por separado:
a) Hay muchas mas respuestas de CD8 que respuestas de CD4, por un factor de 2,8, p= 1 x 107;
b) La vacuna de mosaico genera significativamente mas respuestas positivas que Mcon (por un factor de 2,84, p
= 4,3 x 107), mientras que OptC genera menos, aunque la diferencia de Mcon-OptC no es significativa; y
c) Hay mas respuestas a Pol que a Gag y mas a Gag que gp160, pero solo la diferencia de Pol-gp160, un factor
de aproximadamente 2, fue significativa, p < 0,001.

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 6ptimo
(OptC):

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 proteina. La vacuna de Mcon mostré ~1 respuesta por proteina. Solamente con Mos2 se
observa una diferencia en las proteinas, donde Env tipicamente tiene menos respuestas que Gag o Pol.

Cada una de las proteinas en la vacuna de Mos2 indujo muchas respuestas y contribuy6 a la respuesta general. La
longitud relativa de las proteinas consenso después de las modificaciones para inactivar pol y la supresion del dominio
de escision y fusion en Env fue: 671 aminoacidos de Env, 851 de Pol, 498 de Gag (1,35: 1,7 : 1).

Sumario

Amplitud: Las 2 vacunas de mosaico inducen respuestas de linfocitos T que son capaces de reconocer muchas
mas regiones epitdpicas que el M consenso o una Unica cepa natural 6ptima.

Profundidad: La diversidad de los péptidos PTE reconocidos sugiere que ambas formas en los 2 mosaicos inducen
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 invencion expanden la amplitud y profundidad de respuestas inmunitarias
celulares en monos Rhesus. Los inventores construyeron antigenos 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 utilizé una estrategia
de mosaico bivalente para equilibrar los problemas de competicion de cobertura tedrica y utilidad practica. Los
antigenos de Gag, Pol y Env del VIH-1 de mosaico bivalentes expandieron sustancialmente la amplitud y magnitud
(profundidad) de respuestas de linfocitos T CD8+ y CD4+ especificas de epitopos en monos rhesus, en relacién con
la respuesta inmunitaria observada usando antigenos del VIH-1 de secuencia natural y consenso en monos rhesus.

Los inventores inmunizaron 27 monos rhesus exogamicos con una Unica inyeccion de vectores de adenovirus de
serotipo 26 recombinantes (rAd26) que expresaban los siguientes antigenos: antigenos de Gag, Pol y Env del VIH-1
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 6ptimo (N=6). Se administré una dosis total de 3x10'° particulas viricas de vectores rAd26 que expresaban
estos antigenos una vez i.m. a cada animal. Los antigenos de clado C 6ptimos fueron las secuencias de cepa natural
seleccionadas para proporcionar cobertura de PTE méaxima 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
la amplitud y magnitud (profundidad) de respuestas de linfocitos T especificas del VIH-1 inducidas por vacuna mediante
ensayos ELISPOT de IFN-y en la semana 4 después de inmunizacion 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-y pobres en células para determinar
si los péptidos reactivos representaban epitopos de linfocitos T CD8+ o CD4+.

El nimero total de respuestas inmunitarias celulares especificas de Gag, Pol y Env a péptidos PTE inducidos por los
antigenos de mosaico fue 3,8 veces mayor que el numero de respuestas inducidas por los antigenos de secuencia
consenso o natural (Fig. 19A; P = 1 x 10-11, comparando el mosaico con los antigenos consenso, el siguiente grupo
mas alto, basandose en un modelo de regresion de Poisson). Hubo 4,4 veces mas respuestas de linfocitos T CD8+
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que CD4+ (P < 10-11) y menos respuestas a Env que a Gag o Pol (P < 0,0007). El nUmero 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 patrén relativo surgié con el mayor numero 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
(medianas de 4, 1, 1 y 0,5 respuestas por animal en cada grupo, respectivamente). Los niumeros de respuestas de
linfocitos T CD8+ y CD4+ inducidas por las vacunas consenso, el B+C combinada y el clado C natural no fueron
estadisticamente distinguibles.

Los péptidos PTE incluyen multiples secuencias solapantes que reflejan de forma natural polimorfismos de secuencias
del VIH-1 de origen natural y por lo tanto las respuestas de péptidos PTE abarcan tanto el reconocimiento de un
epitopo particular (amplitud) como el reconocimiento cruzado de variantes de ese epitopo (profundidad). Se realiz6 un
analisis conservativo de la amplitud evaluando el nimero de regiones epitdpicas reactivas por mono en el que todos
los péptidos PTE reactivos que solaparon en 8 o mas aminoacidos se contaron como un acontecimiento. En este
analisis conservativo, los inventores aun observaron que los antigenos de mosaico indujeron ndmeros 3,1 veces
mayores de regiones epitdpicas reactivas de Gag, Pol y Env en comparacion con los antigenos consenso o antigenos
de secuencia natural (Fig. 19B; P = 1,6 x 10-7, regresidon de Poisson). Las regiones epitdpicas mostraron algo de
agrupamiento entre animales, como se demuestra por regiones de alta densidad epitépica (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.

Estos datos muestran que los antigenos de mosaico aumentaron sustancialmente la amplitud de respuestas
inmunitarias celulares en comparacién con antigenos de consenso M y clado C natural. También se demostré que los
antigenos de mosaico bivalentes eran superiores a la combinacion bivalente de antigenos de clado B y clado C (Fig.
19A y 19B), lo que indica que la amplitud potenciada se debia al disefio de secuencia de mosaico y no reflejaba
solamente el uso de dos secuencias antigénicas distintas por proteina. Para determinar si la amplitud aumentada
inducida por antigenos de mosaico comprometia 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 resulté 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 antigenos de mosaico expandieron la amplitud inmunitaria celular sin comprometer la magnitud de
respuestas especificas de epitopos individuales, lo que indica que las restricciones de inmunodominancia y
competicidn antigénica no limitaron la inmunogenicidad de los antigenos de mosaico en este estudio.

A continuacion, los inventores caracterizaron la profundidad de las respuestas inmunitarias celulares inducidas por los
diversos regimenes de vacunas. Los inventores definieron la profundidad como el nimero de péptidos PTE variantes
inducidos simultdneamente para una region epitopica particular. La induccion de respuestas a multiples variantes
epitopicas comunes puede aumentar la cobertura inmunoldgica de secuencias de virus infecciosos, bloquear las vias
de escape in vivo comunes u obligar al virus a pasar por vias de escape terciarias que provocan altos costes de ajuste.
Los antigenos 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
en mono 366 que recibié los antigenos de clado C natural (Fig. 24A; véase también la Fig. 22). Por el contrario, los
antigenos de mosaico indujeron respuestas que se caracterizaban por multiples péptidos PTE reactivos en regiones
epitdpicas 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 especificas de epitopo en estos animales demuestra que los
antigenos de mosaico aumentaron la frecuencia de respuestas inmunitarias celulares a péptidos con dos o mas
variantes diana en comparacién con los antigenos de secuencia consenso o natural (Fig. 24C; P = 0,001, ensayo de
suma de rangos de Wilcoxon que compara el mosaico con los antigenos consenso, el siguiente grupo mas alto).

Para complementar el analisis utilizando péptidos PTE, los inventores también evaluaron la amplitud de respuestas
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 determiné evaluando la reactividad a subgrupos de 10 péptidos solapantes que abarcaban cada secuencia
de Gag. Los antigenos de mosaico indujeron mayor amplitud de respuestas de linfocitos T en comparacion con los
antigenos de secuencia consenso o natural frente a todas las secuencias de Gag que se ensayaron (Fig. 25; P = 1 x
107, regresidn binomial). Por tanto, los antigenos 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 antigenos de mosaico resultaron
incluso superiores a los antigenos del clado C natural 6ptimos para inducir respuestas con péptidos Gag del clado C.
Por otra parte, los antigenos de mosaico indujeron respuestas comparables a péptidos Gag de multiples clados,
mientras que los antigenos del clado C natural mostraron respuestas reducidas a péptidos Gag del clado A y clado B
(Fig. 25).

Para evaluar la durabilidad de estas observaciones, los inventores reforzaron los monos que recibieron los antigenos
de mosaico, consenso y clado C natural 6ptimo en la semana 40 con una dosis total de 3x10'° particulas viricas del
vector heterdlogo rAd5HVR48 que expresa antigenos Gag, Pol y Env del VIH-1 que coincidieron con las secuencias
utilizadas en la inmunizacion inicial. La amplitud inmunitaria se determiné evaluando la reactividad a subgrupos de 10
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péptidos PTE en la semana 4 (después de sensibilizacion) y en la semana 44 (después del refuerzo). La mayoria de
respuestas de linfocitos T CD8+ y CD4+ que se observaron después de la inmunizacién de sensibilizacion se
expandieron después del refuerzo (Fig. 26A, lineas 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 numero de respuestas de subgrupos inducidas por los antigenos
de mosaico (mediana de 27 respuestas por animal), sin embargo, permanecié sustancialmente mayor que el nimero
de respuestas de subgrupos inducidas por los antigenos consenso (mediana de 11 respuestas por animal) o los
antigenos del clado C natural éptimo (mediana de 10 respuestas por animal) después de la inmunizacién de refuerzo
(Fig. 26B). Tanto antes como después del refuerzo, hubo mas 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
para todas las comparaciones por pares).

Los inventores también midieron respuestas inmunitarias humorales especificas de Env después de inmunizacién de
refuerzo mediante ELISA (Fig. 26C) y ensayos de neutralizacion de pseudovirus basados en luciferasa (Fig. 26D).
Todos los grupos mostraron titulos de ELISA comparables con respecto a gp140 del clado C y respuestas de
anticuerpo neutralizante (NAb) comparables al virus de clado C de nivel 1 MW965.26. Los antigenos de mosaico
indujeron respuestas de Nab ligeramente mayores al virus del clado B de nivel 1 SF162.LS en comparacioén con los
antigenos 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 ningun grupo.

Los datos de los inventores demuestran que los antigenos de Gag, Pol y Env del VIH-1 de mosaico aumentaron tanto
la amplitud como la profundidad de respuestas inmunitarias celulares especificas de epitopo en comparaciéon con
antigenos de secuencia consenso o natural en monos rhesus, bastante coincidentes con las predicciones tedricas
(Fig. 27). Los sorprendentes resultados con antigenos de mosaico en este estudio pueden haber reflejado el hecho
de que los vectores rAd26 son particularmente eficaces en la induccién de respuestas de linfocitos T CD8+ asi como
el hecho de que los antigenos 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
antigenos de mosaico, que aunque hubo numeros sustancialmente menores de estas respuestas.

Se ha mostrado que la amplitud de respuestas inmunitarias celulares especificas de Gag es critica para el control del
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 antigenos de Gag, Pol y Nef del clado B natural indujo
solamente una amplitud limitada de respuestas inmunitarias celulares especificas del VIH-1 y no observé ningun
beneficio de la vacuna. Los vacunados en el estudio STEP desarrollaron una mediana de solamente 2-3 respuestas
de linfocitos T especificas de epitopo, incluyendo una mediana de solamente 1 respuesta especifica de epitopo a Gag,
y esta amplitud muy estrecha de respuestas inmunitarias celulares probablemente proporcioné cobertura inmunolégica
insuficiente de la diversidad de virus infecciosos. También se ha indicado que se produce escape virico de linfocitos T
CD8+ rapidamente durante la infeccion por VIH-1 aguda, y por lo tanto las respuestas inmunitarias celulares inducidas
por vacuna contra variantes de epitopos habituales también pueden resultar criticas. En conjunto, estos estudios
enfatizan la necesidad de desarrollar estrategias de vacuna del VIH-1 que aumentan la amplitud y profundidad
inmunitaria celular.

Ya que los inventores evaluaron antigenos del VIH-1 de mosaico en el presente estudio, no pudieron evaluar la eficacia
protectora de estos regimenes de vacunas contra exposiciones al VIS. Sin embargo, los inventores han informado
previamente de que la amplitud de respuestas inmunitarias celulares especificas del VIS inducidas por vectores rAd
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 epitopos variantes pueden
bloquear la evolucién mutacional del VIS en monos rhesus in vivo (Barouch et al., Nat. Immunol. 6:247, 2005), lo que
sugiere la relevancia biolégica de la expansion de la profundidad inmunitaria celular. La modelizacion de la eficacia
protectora de vacunas de mosaico contra exposiciones al VIS en primates no humanos tiene limitaciones intrinsecas,
ya que la diversidad observada de secuencias del grupo M del VIS y VIH-1 difiere sustancialmente y se ve influida por
biologia subyacente diferente. Por ejemplo, la presion de seleccion de linfocitos T CD8+ en hospedadores naturales
tales como mangabey gris parece sustancialmente menor que en seres humanos. Por tanto, la evaluacién adicional
de antigenos de mosaico como vacunas del VIH-1 candidatas puede verse beneficiada por los ensayos clinicos.

En resumen, los inventores demuestran que antigenos 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 virico de respuestas
inmunitarias celulares representan obstaculos criticos en el desarrollo de una vacuna del VIH-1 basado en linfocitos
T. Un coctel bivalente de antigenos de mosaico también es practico y potencialmente factible para desarrollo clinico.
El aumento de la valencia de antigenos de mosaico puede aumentar la cobertura. Finalmente, |la estrategia de antigeno
de mosaico es generalizable y podria utilizarse para otros patégenos genéticamente diversos ademas del VIH-1.
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Materiales y procedimientos

Disefio de antigenos y produccion de vectores. Se construyeron antigenos de Gag, Pol y Env de mosaico bivalente
para proporcionar cobertura éptima 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 antigenos del clado C natural éptimo para
ser las secuencias que proporcionan cobertura de PTE 6ptima 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 antigenos 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 antigenos del clado C éptimos para el enfoque de vacuna del clado B + C
bivalente. Los antigenos de Pol contenian RT y IN sin PR e incluyeron mutaciones puntuales para eliminar la actividad
catalitica como se describe (Priddy et al., Clinical infectious diseases 46:1769, 2008). Los antigenos de Env gpl40
contenian mutaciones puntuales para eliminar la actividad de escision y fusion. Las secuencias de vacuna se
representan en la Fig. 27. Se cultivaron vectores de adenovirus de serotipo 26 incompetente para replicacion (rAd26)
y de hexdn quimérico rAdSHVR48 que expresan estos antigenos en células PER.55K y se purificaron por
sedimentacion de gradiente CsCl doble esencialmente como se describe (Abbink et al., J. Virol. 81:4654, 2007 y
Roberts et al., Nature 441:239, 2006).

Animales e inmunizaciones. 27 monos rhesus exogamicos que no expresaban el alelo del MHC de clase | Mamu-A*01
se alojaron en el New England Primate Research Center (NEPRC), Southborough, MA. Las inmunizaciones implicaron
3 x 10" particulas viricas de vectores rAd26 o rAd5HVR48 que expresan antigenos de Gag, Pol y Env del VIH-1 de
mosaico, M consenso, clado B + clado C o clado C natural 6ptimo suministradas como inyecciones de 1 ml i.m. en
ambos musculos cuédriceps 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-y. Las respuestas inmunitarias celulares especificas del VIH-1 en monos vacunados se
evaluaron mediante ensayos ELISPOT de interferon-y (IFN-y) esencialmente como se describe (Roberts et al., Nature
441:239, 20086, y Liu et al., Nature 457:87, 2009). Se obtuvieron péptidos de epitopos de linfocitos T potenciales (PTE)
Gag, Pol y Env del VIH-1 que incluian todos los PTE encontrados en al menos 15 % de secuencias del grupo M del
VIH-1 asi 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
pocillos (Millipore) durante una noche con 100 pl/pocillo de 10 pg/ml de anti-IFN-y humano (BD Biosciences) en PBS
de Dulbecco sin endotoxina (D-PBS). Las placas se lavaron después tres veces con D-PBS que contenia Tween-20
0,25 % (D-PBS/Tween), se bloquearon durante 2 h con D-PBS que contenia FBS 5 % a 37 °C, se lavaron tres veces
con D-PBS/Tween, se aclararon con RPMI 1640 que contenia FBS 10 % para retirar el Tween-20, y se incubaron con
2 ug/ml de cada péptido y 2 x 105 PBMC por triplicado en volumenes de reaccion de 100 pl. Después de una incubacién
de 18 h a 370C, las placas se lavaron nueve veces con PBS/Tween y una vez con agua destilada. Después las placas
se incubaron con anti-IFN-y humano biotinilado 2 pug/ml (BD Biosciences) durante 2 h a temperatura ambiente, se
lavaron seis veces con PBS/Tween, y se incubaron durante 2 h con una dilucién 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 cromogeno de nitro azul de tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (Pierce), se detuvieron con
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 10® PBMC. Los fondos del medio fueron tipicamente < 15
CFP por cada 108 PBMC. Las respuestas positivas se definieron como > 55 CFP por cada 10 PBMC y > 4 veces el
fondo.

Mapeo de epitopos. Se realizd6 mapeo de epitopos 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-y en la semana 4 después de inmunizacion inicialmente con grupos de péptidos completos, asi como
con subgrupos que contienen 10 péptidos PTE. Todos los subgrupos de péptidos con respuestas positivas se
desconvolucionaron y los epitopos se confirmaron con péptidos PTE de 15 aminoacidos individuales. Se realizaron
después ensayos ELISPOT de IFN-y pobres en células para determinar si los péptidos reactivos representaban
epitopos de linfocitos T CD8+ o CD4+. También se realizé mapeo de epitopos parcial utilizando subgrupos de PTE 4
semanas después de la inmunizacién de refuerzo en la semana 44. Todas las respuestas limite se volvieron a ensayar
y solo se consideraron positivas si se confirmaron. También se realizé6 mapeo de epitopos parcial utilizando subgrupos
que contenian 10 péptidos de Gag solapantes para evaluar la amplitud frente a Gag del VIH-1 de diversos clados.

Ensayos inmunitarios humorales. Se evaluaron respuestas inmunitarias humorales especificas de Env mediante
ELISA directos utilizando gp140 de Env del clado C del VIH-1 y ensayos de neutralizacion 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
y Coico, Ed. (John Wiley & Sons, 2004, pags. 1-15).

Andlisis estadisticos. Todos los andlisis estadisticos 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 regresion de Poisson que predijeron el
numero de péptidos reactivos en funcién del grupo de vacuna, antigeno (Gag, Pol, Env) y subpoblacién de linfocitos
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(CD4, CD8). Los modelos de los inventores incluyeron efectos aleatorios para adaptarse a la variacion entre animales
y se ajustaron con la biblioteca de Ime4 (Pinheiro, Springer, Nueva York (2000)) del paquete R. Los datos se ajustan
bien a los modelos (parametro de dispersion 1,0) y no hubo ninguna interaccioén significativa entre los tres factores
explicativos. Por ejemplo, la potenciacion 3,8 veces del numero de péptidos PTE reconocidos por monos que recibieron
los antigenos de mosaico en comparacion con los que recibieron los antigenos de secuencia consenso o natural (Fig.
19A) aplicados igualmente a PTE de Gag, Pol y Env y mantenidos para respuestas por linfocitos T CD8+ asi como
CD4+. El analisis del numero de regiones epitopicas reactivas (Fig. 19B) también incluyé modelos de regresion de
Poisson con efectos aleatorios y de nuevo se ajusté bien (parametro de dispersién 0,87) sin ninguna interaccion
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
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 mas respuestas por mono que las otras 3 vacunas.
Para analizar la amplitud de respuestas a Gag del VIH-1 de diversos clados (Fig. 25), los inventores ajustaron los
datos a modelos de regresion binomiales. Estos modelos usaron el grupo de vacuna como una variable explicativa e
incluyeron efectos aleatorios para explicar la variacion entre animales y entre cepas. Los datos tenian una dispersion
un poco baja, pero los animales que recibieron la vacuna de mosaico aun indujeron un ndmero significativamente
mayor de respuestas. Se realizd evaluacion de la cobertura de PTE usando herramientas disponibles en la base de
datos de secuencia del VIH-1 de Los Alamos.

APENDICE DE SECUENCIAS

I. SECUENCIAS DE ENV GP160, GAG, POL, NEF DE MOSAICO M BIVALENTES
ENV1 GP160 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQ ID NO: 1

MRVTGIRKNYQHLWRWGTMLLGILMICSAAGKLWVIVYYGVPVWKEATTTLFCASDA
KAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLENVTENFNMWKNNMVEQMHEDIISLWDQS
LKPCVKLTPLCVTLNCTDDVRNVTNNATNINS SWGEPMEKGEIKNCSFNITTSIRNK
VOKQYALFYKLDVVPIDNDSNNTNYRLISCNTSVITQACPRKVSFEPIPTIHYCAPAGE
ATLKCNDKKFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSENFTNN
AXTIMVQLNVSVEINCTRPNNNTRKSTHIGPGRAFYTAGDIIGDIRQAHCNI SRANW
NNTLRQIVEKLGKQFGNNKTIVFNHSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNSTKLFNSTW
TWNNSTWNNTKRSNDTEEHITLPCRIKQIINMWQEVGKAMYAPPIRGQIRCSSNITG
LLLTRDGGNDTSGTEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTKAKRRVVQOR
EKRAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASMTLTVOARLLLSGIVQQONNLLRATEAQQHI:
LOLTVWGIKQLOARVLAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTTVPWNASWSNKSLDKI
WNNMTWMEWEREINNYTSLIYTLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFDI SNWL,
WYIKIFIMIVGGLVGLRIVFAVLSIVNRVRQGYSPLSFQTRLPAPRGPDRPEGIEEER
GGERDRDRSVRLVDGFLVLIWDDLOSLCLFSYHRLRDLLLIVELLGRRGWEALKYWW
NLLOQYWSQELKNSAISLLNATAVAVAEGTDRVIEALQRACRATLHIPRRIRQGLERL
LL

ENV2 GP160 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQID NO: 2
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MRVRGIQRNWPOWWIWGILGFWMIIICRVMGNLWVTVYYGVPVWKEAKTTLFCASDA
KAYEKEVHNVWATHACVPTDPNPQEMVLENVTENFNMWKNDMVDOMHEDI TRLWDQS
LKPCVKLTPLCVTLECRNVRNVSSNGTYNITHNETYKEMKNCSFNATTVVEDRKQKV
HALFYRLDIVPLDENNSSEKSSENSSEYYRLINCNTSAITQACPKVSFDPIPIHYCA
PAGYATLKCNNKTFNGTGPCNNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEEIIIRSEN
LTNNAKTIIVHLNETVNITCTRPNNNTRKSIRIGPGQTFYATGDITIGDIRQAHCNLS
RDGWNKTLQGVKKKLAEHFPNKTINFTSSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTSGLFN
GTYMPNGTNSNSSSNITLPCRIKQITNMWOEVGRAMYAPPTAGNITCRSNITGLLLT
RDGGSNNGVPNDTETFRPGGGDMRNNWRSELYKYKVVEVKPLGVAPTEAKRRVVERE
KRAVGIGAVFLGILGAAGSTMGAAS ITLTVOQARQLLSGIVQQQRSNLLRATEAQQOHEML
QLTVWGIKQLOTRVLATERYLODOQLLGLWGCSGKLICTTAVPWNTSWSNKSQTDIW
DNMTWMQWDKEIGNYTGEIYRLLEESQNQQEKNEKDLLALDSWKNLWNWFDITNWLW
YIKTITFIMIVGGLIGLRIILGVLSIVRRVRQGYSPLSFQTLTPNPRGLDRLGRIEEEG
GEQDRDRSIRLVNGFLALAWDDLRSLCLFSYHQLRDFILIVARAVELLGRSSLRGLQ
RGWEALKYLGNLVQYWGLELKKGAISLLDTIATAVAEGTDRIIELIQSICRAIRNIP
RRIRQGFEASLL

GAG1 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQID NO: 3

MGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYRLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGC
ROILGOLOPSLOTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALEKIEEEQNKSKKK
AQQAAADTGENSSQVIONYPIVONIQGOMVHQATSPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPM
FSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLEKET INEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGOM
REPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGETYKRWITILGLNKIVRMYSPVSILDI
RQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQDVEKNWMTETLLVONANPDCKTILKALGPAAT
LEEMMTACQGVGGPGHKARVLAEAMSQVTNSATIMMORGNFRNOQRKTVKCFNCGKEG
HIAKNCRAPRKKGCWKCGKEGHOMKDCTERQANFLGKIWPSNKGRPGNFLONRPEPT
APPEESFRFGEETTTPSQKQEPIDKEMYPLASLKSLFGNDPSSQ

GAG2 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQ ID NO: 4

MGARASILRGGKLDKWEKIRLRPGGKKHYMLKHLVWASRELERFALNPGLLETSEGC
KOIIKQLOPALQTGTEELRSLFNTVATLYCVHAETIEVRDTKEALDKIEEEQNKSQQK
TOOAKEADGKVSONYPIVONLOGOMVHOPISPRTLNAWVEVIEEKAFSPEVIPMETA
LSEGATPQDLNTMLNTVGGHOAAMOMLKDTINEEAAEWDRLEHPVHAGPVAPGOMREP
RGSDIAGTTSNLQEQIAWMTSNPPIPVGDIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIKQG
PKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATODVENWMTDTLLVONANPDCKTILRALGPGATLEE
MMTACQGVGGPSHKARVLAEAMSOTNSTILMORENFKGSKRIVRKCFNCGKEGHIARN
CRAPRKKGCWKCGKEGHOMKDCTERQANFLGKIWPSHKGRPGNFLOSRPEPTAPPAE
SFRFEETTPAPKQEPKDREPLTSLRSLFGSDPLSQ

POL1 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQID NO: 5
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FFRENLAFQQGEAREFPSEQTRANSPTSRELOVRGDNPHSEAGAERQGTLNFEPQITL
WORPLVSIKVGGQIREALLDTGADDTVLEDINLPGEKWKPKMIGGIGGFIKVROYDQTI
LIEICGKKAIGTVLVGPTPVNIIGRNMLTQLGCTLNFPISPIETVPVKLKPGMDGPR
VEKOWPLTEEKIKALTATICEEMEKEGKITKIGPENPYNTPVFAIKKKDSTKWRKLVDF
RELNEKRTODFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPLDEGFRKYTAFTIPS
TNNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPATFQCSMTRILEPFRAKNPEIVIYQYMDDLYVGS
DLEIGOHRAKIEELREHLIKWGFTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDEKWITVQPIQLPE
KDSWITVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVROLCKLLRGAKALTDIVPLTEEAELELAR
NREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGHDOWTYQIYQEPFKNLKTGKYAKMRTAHT
NDVKQLTEAVQKIAMESIVIWGKTPKFRLPIQKETWETWWTDYWOATWIPEWEFVNT
PPLVKLWYQLEKDPTAGVETFYVDGAANRETKLGKAGYVTDRGROXIVSLTETTNQK
TELQAIYLALODSGSEVNIVIDSOYALGITIQAQPDKSESELVNQITEQLTIKKERVYL
SWVPAHKGIGGNEQVDKLVSSGIRKVLFLDGIDKAQEEHEKYHSNWRAMASDFNLPP
VVAKEIVASCDQCQLKGEAMHGOVDCSPGIWQLDCTHLEGKITILVAVEVASGYIEAE
VIPAETGQETAYFILKLAGRWPVKVIHTDNGSNFTSAAVKAACWWAGIQQEFGIPYN
POSQGVVESMNKELKKTIGOVRDQAEHLKTAVOMAVFIHNFKRKGGIGGYSAGERII
DITATDIQTKELQKQIIKIQNFRVYYRDSRDPIWKGPAKLLWKGEGAVVIQDNSDIK
VVPRRKVKIIKDYGKOMAGADCVAGRQDED

POL2 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQID NO: 6

FFRENLAFPQGKAREFSSEQTRANSPTRRELQVWGRDNNSLSEAGADRQGTVSFSFP
QITLWORPLVTIKIGGOLKEALLDTGADDTVLEEMNLPCGRWKPKMIGGTIGGFIKVRQ
YDQIPIEICGHKAIGTVLVGPTPVNIIGRNLLTQIGCTLNFPISPIETVPVKLKPGM
DGPRKVKQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPIFATKKKDSTKWRK
LVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPLDEDFRKYTAF
TIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPATFQSSMTKILEPFRKONPDIVIYQYMDDL
YVGSDLETIGQHRTKIEELROHLLRWGFITPDKKHQKEPPFLWMGYETLHPDKWTVQPI
VLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYAGIKVKQLCKLLRGTKALTEVVPLTEEAEL
ELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGOWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMR
GAHTNDVKQLTEAVQKIATESIVIWGKTPKFKLPIQKETWEAWWTEYWQATWIPEWE
FVNTPPLVKLWYQLEKEPIVGAETFYVDGAANRETKLGKAGYVTDRGRQKVVSLTDT
TNQKTELQATHLALODSGLEVNIVTDSQYALGIIQAQPDKSESELVSQITEQLIKKE
KVYLAWVPAHKGIGGNEQVDKLVSRGIRKVLFLDGIDKAQEEHEKYHSNWRAMASEF
NLPPIVAKEIVASCDKCQLKGEATHGQVDCSPGIWQLDCTHLEGKVILVAVHVASGY
IEAEVIPAETGQETAYFLLKLAGRWPVKTIHTDNGSNFTSATVKAACWWAGIKQEFG
IPYNPQSQGVVESINKELKKIIGOVRDQAEHLKTAVOMAVF IHNFKRKGGIGEYSAG
ERIVDIIASDIQTKELQKQITRKIQONFRVYYRDSRDPLWKGPAKLLWKGEGAVVIQDN
SDIKVVPRRKAKIIRDYGKOMAGDDCVASRODED

NEF1 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQID NO: 7

MGGKWSKSSVVGWPAIRERMRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGAITSSNTAANNADCAW
LEAQEEEEVGFPVRPOVPLRPMTYKGALDLSHFLKEKGGLEGLIYSQKRQDILDLWV
YHTQGYFPDWONYTPGPGIRYPLTFGWCFKLVPVEPEKIEEANEGENNSLLHPMSQGH
GMDDPEXREVLMWKFDSRLAFHEMARELHPEYYKDC

NEF2 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)
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SEQID NO: 8

MGGKWSKSSIVGWPAVRERIRRAEPAAEGVGAASQDLDKYGALTSSNTAATNADCAW
LEAQEDEEVGFPVKPOQVPLRPMTYKAAFDLSFFLKEKGGLDGLIYSKKRQETLDLWV
YNTQGFFPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCFKLVPVDPREVEEANKGENNCLLHPMNLH

GMDDPEREVLVWRFDSRLAFHHMAREKHPEYYKNC

Il. SECUENCIAS DE ENV GP140 DE MOSAICO M BIVALENTES (DEFECTUOSAS EN ESCISION/FUSION)

ENV1 GP140 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQID NO: 9

MRVTGIRKNYQHLWRWGTMLLGILMICSAAGKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDA
KAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLENVTENFNMWKNNMVEQMHEDIISEWDQS
LKPCVKLTPLCVTLNCTDDVRNVTNNATNTNS SWGEPMEKGETKNCSFNITTSIRNK
VOKOYALFYKLDVVPIDNDSNNTNYRLISCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGKE
ATLRCNDKKFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSENFTNN
AKTIMVQLNVSVEINCTRPNNNTRKSTHIGPGRAFYTAGDIIGDIRQAHCNISRANW
NNTLRQIVEKLGKQFGNNKTIVFNHSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNSTKLFNSTW
TWNNSTWNNTKRSNDTEEHITLPCRIKQIINMWQEVGKAMYAPPIRGQIRCSSNITG
LLLTRDGGNDTSGTEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTKAKRRVVQS
EKSAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARLLLSGIVQQONNLLRATEAQQOHL
LOLTVWGIKQLOARVLAVERYLKDQOLLGIWGCSGKLICTTTVPWNASWSNKSLDKI
WNNMTWMEWEREINNYTSLIYTLIEESCNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFDISNWI.
W

ENV2 GP140 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQID NO: 10

MRVRGIQRNWPOWWIWGILGFWMIIICRVMGNLWVTVYYGVPVWKEAKTTLFCASDA
KAYEKEVHNVWATHACVPTDPNPQEMVLENVTENFNMWKNDMVDOMHEDITRLWDQS
LEKPCVKLTPLCVTLECRNVRNVSSNGTYNIITHNETYKEMKNCSFNATTVVEDRKQKV
HALFYRLDIVPLDENNSSEKSSENSSEYYRLINCNTSAITQACPKVSFDPIPIHYCA
PAGYAILKCNNKTFNGTGPCNNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEEITIIRSEN
LTNNAKTIIVHLNETVNITCTRPNNNTRKSTIRIGPGOTFYATGDIIGDIRQAHCNLS
RDGWNKTLOGVKKKLAEHFPNKTINFTSSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTSGLFN
GTYMPNGTNSNSSSNITLPCRIKQIINMWQEVGRAMYAPPIAGNITCRSNITGLLLT
RDGGSNNGVPNDTETFRPGGGDMRNNWRSELYKYKVVEVKPLGVAPTEAKRRVVESE
KSAVGIGAVFLGILGAAGSTMGAASITLTVQARQLLSGIVQQQSNLLRATEAQQHML
QLTVWGIKQLOTRVLAIERYLODPQOLLGLWGCSGKLICTTAVPWNTSWSNKSQTDIW
DNMTWMQWDKEIGNYTGEIYRLLEESONQOEKNEKDLLALDSWEKNLWNWFDI TNWLW

ENV GP140 DE MOS3 (SECUENCIA DE AA)

678 AA

SEQ ID NO: 11
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MRVKGIRKNYQHLWKWGTMLLGMLMICSAAEQLWVTVYYGVPVWRDAET
TLFCASDAKAYEREVHNIWATHACVPTDPNPQEIVLENVTEEFNMWKNDMYV
EQMHTDHSLWDESLKPCVKLAPLCVTLNCTNANLNCTNDNCNRTVDKMREE
JKNCSFNMTTELRDKKQKVYALFYKLDIVPIEKNSSEYRLINCNTSTITQACPK
VTFEPIPIHY CTPAGFAILKCKDKKFNGTGPCKNVSTVQCTHGIKPVISTQLLL
NGSLAEGEIIRSENITNNAKTIHVQLNESVVINCTRPGNNTRKSVRIGPGQAFY
ATGEIGDIRQAYCNISRAK WNNTLKQIVTKLKEQFKNKTIVFNQSSGGDPEIT
THSFNCGGEFFYCNTTQLFNSTWNSNSTWNDTTGSVTEGNDTITLPCRIKQIV
NMWQRVGQAMY APPIEGNITCKSNITGLLL VRDGGNINRTNETFRPGGGNMK
DNWRSELYKYKVVEIKPLGVAPTRAKRRVVESEKSAVGLGAVFLGFLGTAG
STMGAASLTLTVQARQVLSGIVQOQQSNLLKAIEAQQHLLKLTVWGIKQLQAR
ILAVERYLRDQQLLGIWGCSGKLICTTNVPWNSSWSNKSQEEIWNNMTWMOQ
WDREISNYTDTIYRLLEDSQNQQEKNEQDLLALDK WASLWNWFSITNWLW

[l. SECUENCIAS DE POL DE MOSAICO M BIVALENTES (EXTENSAMENTE INACTIVADAS, CON SUPRESION DE
PR, MUTACIONES DE 9 A PARA ELIMINAR LA ACTIVIDAD CATALITICA)

POL1 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)
SEQID NO: 12

MAPISPIETVPVKLKPGMDGPRVKOQWPLTEEKIKALTAICEEMEKEGKITKIGPENP
YNTPVFAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTVLAVG
DAYFSVPLDEGFRKYTAFTIPSTNNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPATFQCSMTRILE
PFRAKNPEIVIYQYMAALYVGSDLEIGQHRAKIEELREHLLKWGFTTPDKKHQXEPP
FLWMGYELHPDKWTVQPIQLPEKDSWIVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLCKLL
RGAKALTDIVPLTEEAELELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGHDQWTYQ
IYQEPFEKNLKTGKYAKMRTAHTNDVKQLTEAVOKIAMESTVIWGKTPKFRLPIQKET
WETWWTDYWQATWIPEWEFVNTPPLVKLWYQLEKDPIAGVETFYVAGAANRETKLGK
AGYVTDRGRQKIVSLTETTNQKTALQATIYLALQDSGSEVNIVTASQYALGTIIQAQPD
KSESELVNQIIEQLIKKERVYLSWVPAHKGIGGNEQVDKLVSSGIRKVLFLDGIDKA
QEEHEKYHSNWRAMASDFNLPPVVAKEIVASCDQCQLKGEAMHGQVDCSPGIWQLAC
THLEGKIILVAVHVASGYIEAEVIPAETGQETAYFILKLAGRWPVKVIHTANGSNET
SAAVKAACWWAGTIQQOEFGIPYNPQSQGVVASMNKELKKITGQVRDOAEHLKTAVQOMA
VFIHNFKRKGGIGGYSAGERIIDITATDIQTKELQKQITKIQNFRVYYRDSRDPIWK
10 GPAKLLWKGEGAVVIQDNSDIKVVPRRKVKITKDYGKOMAGADCVAGRQDED
POL2 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQID NO: 13

MAPISPIETVPVKLKPGMDGPEKVEQWPLTEEKTIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENP
YNTPIFAIKKKDSTEWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTVLAVG
DAYFSVPLDEDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILE
PFRKONPDIVIYQYMAALYVGSDLEIGOHRTKIEELRQHLLRWGFTTPDKKHQKEPP
FLWMGYELHPDEWTVQPIVLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYAGIKVKQLCKLL
RGTKALTEVVPLTEEAELELAENRETILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQOWTYQ
IYQEPFEKNLKTGKYARMRGAHTNDVKQLTEAVQKIATESIVIWGKTPKFELPIQKET
WEAWWTEYWQATWIPEWEFVNTPPLVEKLWYQLEKEPIVGAETFYVAGAANRETKLGK
AGYVTDRGROKVVSLTDTTNQKTALDATHLALODSGLEVNIVTASQYALGIIQAQPD
KSESELVSQITEQLIKKERVYLAWVPAHKGIGGNEQVDKLVSRGIRKVLFLDGIDKA
QEEHEKYHSNWRAMASEFNLPPIVAKEIVASCDKCQLKGEATHGOVDCSPGIWQLAC
THLEGKVILVAVHVASGYIEAEVIPAETGOETAYFLLKLAGRWPVKTITHTANGSNFT
SATVKAACWWAGIKQEFGIPYNPQSQGVVASINKELKKIIGQVRDQAEHLKTAVOMA
VFIHNFEKRKGGIGEYSAGERIVDIIASDIQTKELQKQITKIQONFRVYYRDSRDPLWK

15 GPAKLLWKGEGAVVIQDNSDIKVVPRRKAKIIRDYGKQMAGDDCVASRQODED
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POL V3 DE MOS3 (SECUENCIA DE AA)
851 AA
SEQID NO: 14

MAPISPIDTVPVILKPGMDGPKIKQWPLTEEKIKALTEICTEMEKEGKISRIGPENP
YNTPVFAIKKENSTRWRKLVDFRELNKKTODFWEVQLGIPHPAGLKKKRSVTVLAVG
DAYFSVPLDKDFRKYTAFTIPSVNNETPGVRYQYNVLPOGWKGSPATIFOCSMTKILE
PFRAQNPEIVIYQYVAALYVGSDLEIEQHRTKIEELRAHLLSWGFTTPDKKHQREPP
FLWMGYELHPDRWIVQPIELPEKESWIVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVKQLCRLL
RGAKALTEVIPLTKEAELELAENREILREPVHGVYYDPSKDLVAEIQKQGODOWIYQ
IYQEPYEKNLKTGKYARKRSAHTNDVRQLTEAVOKIALESIVIWGKIPKFRLPIQRET
WETWWTEYWQATWIPDWEFVNTPPLVKILWYQLEKEPTAGAETFYVAGASNRETKIGK
AGYVITDRGROEVVSLTETTNQKAALQATQLALODSGPEVNIVTASQYVLGITIQAQPD
RSESELVNQITEELIKKEKVYLSWVPAHKGIGGNEQVDKLVSAGIRKILFLDGIDKA
QEEHERYHSNWRTMASDFNLPPIVAKEIVANCDKCQLKGEAMHGQVDCSPGMWQLAC
THLEGKIIIVAVHVASGYMEAEVIPAETGQETAYYILKLAGRWPVEKVVHTANGSNFT
STTVKARCWWANVIQEFGIPYNPQSQGVIASMNKELKKIIGQVREQAEHLKTAVOMA
VLIHNFKRRGGIGGYSAGERIVDITATDIQTRELOQKQIIKIONFRVYFRDSRDPVWK
GPAKLLWKGEGAVVIQDNSETKVVPRRKVKIIRDYGKOMAGDDCVAGRQODEDQ

IV. SECUENCIA DE GAG DE MOSAICO M BIVALENTE
GAG DE MOS3 (SECUENCIA DE AA)

508 AA

SEQID NO: 15

MGARASVLSGGKLDAWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELDRFALNPGLLETAEGC
QOIIEQLOPALQTGSEELKSLYNTVAVLYCVHORIDVKDTKEALDKIEETIQONKSKQK
TQOAAADTGSSSKVSONYPIVONAQGOMVHQALSPRTLNAWVEKVVEEKGFNPEVIPM
FSALAEGATPQDLNMMLNIVGGHQAAMQILKDTINEEAADWDRLHPVHAGP IPPGOM
REPRGSDIAGTTSTPQEQIGWMTSNPPVPVGEIYKRWIIMGLNKIVRMYSPVSILDT
KQGPKESFRDYVDRFFKVLRAEQATQEVENWMTETLLIQNANPDCKSTLRALGPGAS
LEEMMTACQGVGGPSHKARILAEAMSQANNTNIMMORGNFEKGOQKRIKCFNCGKEGHL
ARNCRAPRKRGCWKCGREGHOMKDCNERQANFLGKIWPSSKGRPGNFPQSRPEPTAP
LEPTAPPAEPTAPPAESFGFGEEITPSPKQEQKDREPLTSLKSLFGSDPLLY

V. SECUENCIAS DE NEF DE MOSAICO M BIVALENTES (POSICION 2 G A A PARA SUPRIMIR UN SITIO DE
MIRISTILACION

NEF DE MOSH1
(206 AA)
SEQ ID NO: 16

MAGKWSKSSVVGWPAIRERMRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGAITSSNTAANNADCAW
LEAQEEEEVGFPVRPQVPLRPMTYXKGALDLSHFLKEKGGLEGLIYSQRKRODILDLWV
YHTQGYFPDWONYTPGPGIRYPLTFGWCFKLVPVEPEKIEEANEGENNSLLHPMSQOH
GMDDPEKEVLMWKFDSRLAFHEHMARELHPEYYKDC
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NEF DE MOS2
(206 AA) - POSICION 2 G A A PARA SUPRIMIR EL SITIO DE MIRISTILACION
SEQ ID NO: 17

MAGKWSKSSIVGWPAVRERIRRAEPAAEGVGAASQDLDKYGALTSSNTAATNADCANW
LEAQEDEEVGFPVEPOVPLRPMTYKAAFDLSFFLKEKGGLDGLIYSKEKRQETILDLWY
¥YNTQGFFPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCFKLVPVDPREVEEANKGENNCLLHPMNLH
GMDDPEREVLVWRFDSRLAFHHMAREKHPEYYEKNC

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

MAGKWSKRSVVGWPAVRERMRRTEPAAEGVGAVSQODLDKHGALTSSNTABENNADCAW
LOQAQEEEEEVGFPVRPQVPVRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLTHSOKRQETILDLW
VYHTQGFFPDWHNYTPGPGTRFPLTFGWCYKLVPVDPKEVEEANEGENNCLLHPMSQ
HGMEDEDREVLEKWKFDSSLARRHMARELHPEFYKDCL

VI. SECUENCIAS DE FUSION DE GAGNEF DE MOSAICO M BIVALENTES
GAGNEF1 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)
SEQID NO: 19

MGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYRLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGC
ROILGQLOPSLOTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALEKIEEEQNKSKKEK
AQCAAADTGNSSQVSONYPIVONIQGOMVHQAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPM
FSALSEGATPODLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGOM
REPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTINNPPIPVGEIYKRWITILGLNKIVRMYSPVSILDIT

ROGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQDVEKNWMTETLLVONANPDCKTILKALGPAAT
LEEMMTACQGVGGPGHKARVLAEAMSOQVTNSATIMMOQRGNFRNQRKTVKCFNCGKEG
HIAKNCRAPRKKGCWKCGKEGHOMKDCTERQANFLGKIWPSNKGRPGNFLONRPEPT
APPEESFRFGEETTTPSQKQEPIDKEMYPLASLKSLFGNDPSSQAGKWSKSSVVGHWP
AIRERMRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGATTSSNTAANNADCAWLEAQEEEEVGFPVR
POVPLERPMTYKGALDLSHFLKEKGGLEGLIYSOKRODILDLWVYHTQGYFPDWONY T
PGPGIRYPLTFGWCFKLVPVEPEKIEEANEGENNS LLEHPMSOHGMDDPEKEVLMWEF
DSRLAFHHMARELHPEYYKDC

GAGNEF2 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQ ID NO: 20
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MGARASILRGGKLDEWEKIRLRPGGKKHYMLKHLVWASRELERFALNPGLLETSEGC
KOTTKQLOPALQTGTEELRSLFNTVATLYCVHAEIEVRDTKEALDKIEEEQNKSQQOK
TQOAKEADGEKVSONYP IVONLOGOMVHOPTI SPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMEFTA
LSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLEKD T INEEAAEWDRLHPVHAGPVAPGOMREP
RGESDIAGTTSNLQEQIAWMTSNPPIPVGDIYKRWIILGILNKIVREMYSPTSILDIKQG
PKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATODVEKNWMTDTLLVONANPDCKTILRALGPGATLEE
MMTACQGVGGPSHKARVLAEAMSQTNSTILMORSNFKGSKRIVKCFNCGKEGHIARN
CRAPRKKGCWKCGKEGHQMEDCTERQANFLGKIWPSHKGRPGNFLOSRPEPTAPPAR
SFRFEETTPAPKQEPKDREPLTSLRSLEFGSDPLSQAGKWSKSSTIVCWPAVRERIRRA
EPAAEGVGAASODIDEKYGALTSSNTAATNADCAWLEAQEDEEVGFPVKPOVPLRPMT
YRAAFDLSFFLKEKGGLDGLIYSKEROEILDLWVYNTQGFFPDWONY TPGPGVRYPL
TFGWCFKLVEVDPREVEEANKGENNCLLEPMNLHGMDDPEREVLVWRFDSRLAFHEM
AREKHPEYYENC

VII. SECUENCIAS DE FUSION DE GAGPOL DE MOSAICO M BIVALENTES (VERSION 3; POL EXTENSIVAMENTE
INACTIVADO, CON SUPRESION DE PR, MUTACIONES DE INACTIVACION DE 9 A PARA ELIMINAR LA
ACTIVIDAD CATALITICA)

GAGPOL1 V3 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)
SEQ ID NO: 21

MGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYRLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGC
ROILGQLOPSLOTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALEKIEEEQNKSKKK
AQOAARADTGNSSQVSONYPIVONIQGOMVHQATISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPM
FSALSEGATPODLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGOM
REPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMINNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPVSILDT
ROGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQDVKNWMTETLLVONANPDCKTILKALGPAAT
LEEMMTACQGVGGPGHKARVLAEAMSQVINSATIMMORGNFRNQRKTVKCFNCGKEG
HIAKNCRAPRKKGCWKCGKEGHOMKDCTERQANFLGKIWPSNKGRPGNFLONRPEPT
APPEESFRFGEETTTPSQKOEPTIDKEMYPLASTLKSLFGNDPSSQMAPTISPIETVPVK
LKPGMDGPRVEQWPLTEEKIKALTATICEEMERKEGKITKIGPENPYNTPVFATIKKKDS
TKWREKLVDFRELNKRTQDFWEVOLGIPHPAGLKKKEKSVIVLAVGDAYFSVPLDEGFR
KYTAFTIPSTNNETPGIRYQYNVLPQGWKGESPATFQCSMTRILEPFRAKNPEIVIYQ

YMAALYVGSDLEIGQHRAKIEELREHLLKWGFTTPDKKHQEEPPFLWMGYELHPDEW
TVQPIQLPERDSWIVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVROLCKLLRGAKALTDIVPLT
EEAELELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGHDQWTYQIYQEPFENLKTGK
YAKMRTAHTNDVEQLTEAVORKIAMESIVIWGKTPKFRLPIQKETWETWWTDYWQATW
IPEWEFVNTPPLVKLWYQLEKDPIAGVETFYVAGAANRETKLGKAGYVTDRGRQKIV
SLTETTNQKTALOQATYLALODSGSEVNIVTASQYALGT IQAQPDKSESELVNQITEQ
LIKKERVYLSWVPAHKGIGGNEQVDKLVSSGIRKVLFLDGIDKAQEEHEKYHSNWRA
MASDFNLPPVVAKEIVASCDQCQLKGEAMHGQVDCSPGIWQLACTHLEGKITILVAVH
VASGYIEAEVIPAETGOETAYFILKLAGRWPVKVIHTANGSNFTSAAVKAACWWAGT
COQEFGIPYNPQSQGVVASMNKELKKIIGQVRDOAEHLKTAVOMAVETHNFKREKGGIG
GYSAGERIIDIIATDIQTKELQKQITKIONFRVYYRDSRDP IWKGPAKLLWKGEGAV
VIQDNSDIKVVPRREVEI TKDYGKOMAGADCVAGRQDED

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

MGARASILRGGKLDKWEKIRLRPGGKKHYMLKHLVWASRELERFALNPGLLETSEGC
KOQIIKQLOPALQTGTEELRSLFNTVATLYCVHAETEVRDTKEALDKIEEEQNKSQQK
TOQAKEADGKVSONYPIVONLQGOMVHOPT SPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFTA
LSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWDRLHPVHAGPVAPGOMREP
RGSDIAGTTSNLQECIAWMTISNPPIPVGDIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIKQG
PRKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATODVEKNWMTDTLLVONANPDCKTILRALGPGATLEE
MMTACQGVGGPSHKARVLAEAMSQINSTILMORSNFKGSKRIVECFNCGKEGHIARN
CRAPRKKGCWKCGKEGHOMKDCTERQANFLGKIWPSHKGRPGNFLOSRPEPTAPPAE
SFRFEETTPAPKQEPKDREPLTSLRSLFGSDPLSOMAPISPIETVPVKLKPGMDGPK
VKOWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPIFATKKKDSTKWREKLVDE
RELNKRTCQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVIVLAVGDAYFSVPLDEDFRKYTAFTIPS
INNETPGIRYQYNVLPOGWKGSPAIFQSSMTKILEFPFREONPDIVIYQYMAALYVGS
DLEIGOHRTKIEELROQHLLRWGFTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDXWITVQPIVLPE
KDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYAGIKVKQLCKLLRGTKALTEVVPLTEEAELELAE
NREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQRQGQGOWITYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGAHT
NDVKQLTEAVQKIATESIVIWGKTPRKFKLPIQKETWEAWWTEYWQATWIPEWEFVNT
PPLVELWYQLEKEPIVGAETFYVAGAANRETKLGKAGYVTDRGRQKVVSLTDTTNQK
TALQATHLALODSGLEVNIVTASOYALGIIQAQPDKSESELVSQIIEQLIKKEKVYL
AWVPAHKGIGGNEQVDKLVSRGIRKVLFLDGIDKAQEEHEKYHSNWRAMASEFNLPP
IVAREIVASCDKCQLKGEATHGQVDCSPGIWQLACTHLEGKVILVAVHVASGY TEAE
VIPAETGOETAYFLLKLAGRWPVKTIHTANGSNFTSATVKAACWWAGTIKQEFGIPYN
POSQGVVASINKELKKIIGOVRDQAEHLKTAVOMAVFIENFEKRKGGIGEYSAGERTIV
DITASDIQTKELQKQITKIONFRVYYRDSRDPLWKGPAKLLWKGEGAVVIQDNSDIK
VVPRREAKITIRDYGKQMAGDDCVASRQDED

5 GAG-POL V3 DE MOS3 (SECUENCIAS DE AA)
FUSION DE GAG-POL DE 1359 aa CON GAG COMPLETO Y POL MODIFICADO
SEQ ID NO: 23

10
MGARASVLSGGKLDAWEKIRLRPGGKEKYKLKEIVWASRELDRFALNPGLLETAEGC

COITEQLOPALQTGSEELKSLYNTVAVLYCVHQRIDVKDTKEALDKTEEIQNKSKQK
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TQOAAADTGSSSKVSQNY PIVONAQGOMVHOALSPRTLNAWVEKVVEEKGFNPEVIPM
FSALAEGATPODLNMMLNIVGGHQAAMOTLKXDT INEEAADWDRILHPVHAGPIPPGOM
REPRGSDIAGTTSTPOQEQIGWMTSNPPVPVGEIYKRWI IMGLNKIVRMYSPVSILDI
XQGPKESFRDYVDRFFRKVLRAEQATQEVEKNWMTETLLIONANPDCKSILRALGPGAS
LEEMMTACQGVGGPSHEKARILAEAMSQANNTN IMMORGNFEKGQKRIKCFNCGKEGHL
ARNCRAPRKRGCWKCGREGHQMKDCNERQANFLGKIWPSSKGRPGNFPQSRPEPTAP
LEPTAPPAEPTAPPAESFGFGEEITPSPKQEQKDREPLTSLKSLFGSDPLLOMAPTS
PIDTVPVTLKPCGMDGPKIKOWPLTEEKIKALTEICTEMEKEGKISRIGPENPYNTPV
FAIKKINSTRWRKLVDFRELNKKTODFWEVQOLGIPHPAGLKRKRSVTVLAVGDAYFS
VPLDEDFREYTAFTIPSVNNETPGVRYQYNVLFOGWKGSPAIFQUCSMTKILEPFRAQ
NPEIVIYOYVAALYVGSDLEIEQHRTKIEELRAHLLSWGFTTPDKKHOREPPFLWMG
YELHPDEWIVOPIELPERESWTIVNDIQRKLVGKLNWASOIYPGIKVEKQLCRLLRGAKA
LTEVIPLTREAELELAENREILREPVHGVYYDPSKDLVAETIQKOGODOWTYQIYQEPR
YENLETGRKYARKRSAHTNDVROLTEAVOKIALESTVIWGKIPKFRLPIORETWETWW
TEYWOATWIPDWERFVNTPPLVELWYQLEKEPTACGAETFYVAGASNRETKIGKAGYVT
DKGROKVVSLTETTNQRKAALQATQOLALODSGPEVNIVTASQYVLGIIQAQPDRSESE
LVNQITEELIKKERKVYLSWVPAHKGIGGNEQVDKLVSAGIREILFLDGIDEAQEEHE
EYHSNWRTMASDFNLPPIVAKEIVANCDRKCQLEKGEAMHGOVDCSPGMWOLACTHLEG
KITIVAVHEVASGYMEAEVIPAETCOETAYYILKLAGRWPVEKVVHTANGSNFTSTTVK
AACWWANVTQEFGIPYNPOSQGVIASMNKELKKI IGOVREQAEHL K TAVOMAVLIHN
FEKRRGGIGGYSAGERIVDIIATDIQTRELCKOTI IKIONFRVYFRDSRDPVWRKGPAKL
IWKGEGAVVIQODNSEIRXVVPRREKVKIIRDYGKOMAGDDCVAGRQDEDD

VIIl. SECUENCIAS DE FUSION DE GAGPOL DE MOSAICO M BIVALENTES (VERSION 4; POL MINIMAMENTE
INACTIVADO, PR-RT-IN COMPLETO)

GAGPOL1 V4 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)
SEQ ID NO: 24

MGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYRLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGC
ROTLGQLOPSLOTGSEELRSLYNTVATLYCVHORIEIKDTKEALEKIEEEQNKSKKK
AQQAAADTGNSSQVSQNYPIVONIQGOMVHQATISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPM
FSALSEGATPODLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGP TAPGQM
REPRGSDIAGTTSTLREQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPVSILDI
ROGPKEPFRDYVDREFYKTLRAEQASQDVKNWMTETLLVONANPDCKTILKALGPAAT
LEEMMTACQGVGGPGHKARVLAEAMSEQVTNSATIMMOQRGNFRNOQRKTVKCFNCGKEG
HIAKNCRAPREKGCWKCGKEGHOQMKDCTERQANFLGKIWPSNKGRPGNFLONRPEPT
APPEESFRFGEETTTPSQKQEPIDKEMYPLASLKSLFGNDPSSQRENLAFQQGEARE
FPSEQTRANSPTSRELOVRGDNPHSEAGAERQGTLNFPOQITLWQRPLVSIKVGGQIR
EALLATGADDTVLEDINLPGKWKPKMIGGIGGFIKVGQYDQILIETICGRKKATGTVLY
GPTPVNIIGRNMLTQLGCTLNFPISPIETVPVKLKPGMDGPRVEQWPLTEEKIKALT
ATCEEMEKEGKITKIGPENPYNTPVFAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQL
GIPHPAGLEKKKKSVIVLDVGDAYFSVPLDEGFREKYTAFTIPSTNNETPGIRYQYNVL
POGWKGSPAIFQCSMTRILEPFRAKNPEIVIYQYMDHLYVGSDLEIGQHRAKIEELR
EHLLKWGFTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWTVOQPIQLPEKDSWIVNDIQKLVGK
LNWASQIYPGIKVROLCKLLRGAKALTDIVPLTEEAELELAENREILEKEPVHGVYYD
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PSKDLIAEIQKQGHDOQWTYQIYQEPFENLKTGKYAKMRTAHTNDVEKQLTEAVQKTAM
ESIVIWGKTPKFRLPIQKETWETWWIDYWQATWIPEWEFVNTPPLVKLWYQLEKDPT
AGVETFYVDGAANRETKLGKAGYVTDRGRQKIVSLTETTNQKTELQATIYLALODSGS
EVNIVIDSOYALGIIQAQPDKSESELVNQITEQLIKKERVYLSWVPAHKGIGGNEQV
DEKLVSSGIRKVLFLDGIDKAQEEHEKYHSNWRAMASDFNLPPVVAKEIVASCDQCQL
KGEAMHGOVDCSPGIWQLACTHLEGKITILVAVHVASGY IEAEVIPAETGQETAYFIL
KLAGRWPVKVIHTDNGENFTSAAVKAACWWAGIQQEFGIPYNPOSQGVVESMNKELK
KITGOVRDOAEHLKTAVOMAVEF ITHNFKRKGGIGGYSAGERITIDITATDIQTKELQKQ
IIKIQNFRVYYRDSRDPIWKGPAKLLWKGEGAVVIQDNSDIKVVPRREKVEIIKDYGK
QMAGADCVAGRQDED

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

MGARASILRGGKLDKWEKIRLRPGGKKHYMLKHLVWASRELERFALNPGLLETSEGC
KQITIKQLOPALQTGTEELRSLFNTVATLYCVHAEIEVRDTKEALDKIEEEQNKSQQK
TOOAKEADGKVSQNYPIVONLOGOMVHQPISPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFTA
LSEGATPODLNTMLNTVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWDRLHPVHAGPVAPGOMREP
RGSDIAGTTSNLQEQIAWMTSNPPIPVGDIYKRWIILCGLNKIVRMYSPTSILDIKOG
PKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATQDVENWMTDTLLVONANPDCKTILRALGPGATLEE
MMTACQGVGGPSHKARVLAEAMSQTNSTILMORSNFKGSKRIVKCFNCGKEGHIARN
CRAPRRKKGCWKCGKEGHOMEKDCTERQANFLGKIWPSHKGRPGNFLOSRPEPTAPPAE
SFRFEETTPAPKQEPKDREPLTSLRSLFGSDPLSQRENLAFPQGKAREFSSEQTRAN
SPTREELOVWGREDNNSLEEAGADROQGTVSEFSFPOITLWORPLVTIKIGGOLKEALLA
TGADDTVLEEMNLPGRWKPKMIGGIGGFIKVGQYDQIPIEICGHKAIGIVLVGPTPY
NIIGRNLLTQIGCTLNFPISPIETVPVKLKPGMDGPKVKOWPLTEEKIKALVEICTE
MEKEGKISKIGPENPYNTPIFAIKKKDSTEKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPEP
AGLEKKKKSVIVLDVGDAYFSVPLDEDFRKY TAFTIPSINNETPGIRYQYNVLEPOGWK
GSPATFQSSMTKILEPFRKONPDIVIYQYMDHLYVGSDLEIGQHRTKIEELRQHLLR
WGFTTPDKKHOKEPPFLWMGYELHPDKWTVQPIVLPEKDSWIVNDIQXLVGKLNWAS
QIYAGIKVKQLCKLLRGTKALTEVVPLTEEAELELAENRETILKEPVHGVYYDPSKDL
IAEIQKQGQGOWTIYQIYQEPFRNLKTGKYARMRGARTNDVEKQLTEAVOQKIATESIVI
WGKTPKFELPIQKETWEAWWTEYWOATWIPEWEFVNTPPLVKLWYQLEKEPTIVGAET
FYVDGAANRETKLGKAGYVTDRGROKVVSLTDTTNQKTELCATHLALQDSGLEVNIV
TDSQYALGIIQAQPDKSESELVSQITEQLIKKEKVY LAWVPARKGIGGNEQVDKLVS
RGIRKVLFLDGIDKAQEEHEKYHSNWRAMASEFNLPPIVAKETIVASCDKCQLKGEAT
HGOVDCSPGIWQLACTHLEGKVILVAVHVASGY IEAEVIPAETGOETAYFLLKLAGR
WPVKTITHTDNGSNFTSATVKAACWWAGIKQEFGIPYNPQSOGVVESINKELKET TGO
VRDQAEHLKTAVOMAVFIHNFKRKGGIGEYSAGERIVDITASDIQTKELOKQITKIQ
NFRVYYRDSRDPLWKGPAKLLWKGEGAVVIQDNSDIKVVPRRKAKI IRDYGKOMAGD
DCVASRQODED

IX. SECUENCIAS DE FUSION DE GAGPOL DE MOSAICO M BIVALENTES (VERSION 5; POL MINIMAMENTE
10 INACTIVADO, CON SUPRESION DE PR)

GAGPOL1 V5 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)
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SEQ ID NO: 26

MGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYRLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGC
ROILGOLOPSLOTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALEKIEEEQNKSKEK
AQOAAADTGNSSQVSONYPIVONIQGOMVHQAISPRTINAWVKVVEEKAFSPEVIPM
FSALSEGATPODLNTMLNTVGGHQAAMOMLKET INEEAAEWDRVHPVHAGPTAPGQOM
REPRGSDIAGTTSTLOEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWITLGLNKIVRMYSPVSILDT
ROGPKEPFRDYVDRFYRTLRAEQASODVENWMTETLLVONANPDCKTILKALGPAAT
LEEMMTACQGVGGPGHKARVLAEAMSQVTNSATIMMORGNFRNQRKTVEKCFNCGKEG
HIAKNCRAPREKGCWKCGKEGHOMKDCTERQANFLGKIWPSNKGRPGNFLONRPEPT
APPEESFRFGEETTTPSQKQEPIDKEMYPLASLKSLFGNDPSSQMAPISPIETVPVK
LKPGMDGPRVKOQWPLTEEKIKALTATCEEMEKEGKITKIGPENPYNTPVFATIKKKDS
TKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKEKKSVITVLDVGDAYFSVPLDEGFR
KYTAFTIPSTNNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQCSMTRILEPFRAKNPEIVIYQ
YMDEBLYVGSDLEIGOHRAKIEELREHLLKWGFTTPDKKHOKEPPFLWMGYELHEPDKW
TVOPIQLPEKDSWITVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLCKLLRGAKALTDIVPLT
EEAELELAENREILXEPVHGVYYDPSKDLIAETQKQGHDOWTYQIYQEPFKNLKTGK
YAKMETAHTNDVEQLTEAVQKIAMES IVIWGKTPKFRLPIQKETWETWWTDYWOQATW
IPEWEFVNTPPLVKLWYQLEKDPIAGVETFYVDGAANRETKLGKAGYVTDRGROQKIV
SLTETTNQKTELQAIYLALODSGSEVNIVTDSOYALGIIQAQPDKSESELVNQITEQ
LIXKKERVYLSWVPAHKGIGGNEQVDKLYVSSGIRKVLFLDGIDKAQEEHEKYHSNWRA
MASDFNLPPVVAKEIVASCDQCQOLKGEAMHGQVDCSPGIWQLACTHLEGKIILVAVH
VASGYIEAEVIPAETGCETAYFILKLAGRWPVEKVIHTDNGSNEFTSAAVKAACWWAGT
OOEFGIPYNFQSQOGVVESMNKELKKI TGOQVRDOAEHLKTAVOMAVFIHNFEKRKGGIG
GYSAGERIIDITIATDIQTRKELQROITKIQNFRVYYRDSRDPIWKGPAKLLWKGEGAV
VIODNSDIKVVPRRKVKITEKDYGKQMAGADCVAGRODED

GAGPOL2 V5 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQ ID NO: 27
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MGARASILRGGKLDKWEKIRLRPGGKKHYMLKHLVWASRELERFALNPGLLETSEGC
KQITKQLOPALOTGTEELRSLFNTVATLYCVHARETEVRDTKEALDKIEEEQNKSQQK
TQOAKEADGKVSQONYPIVONLOGOMVHQPISPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFTA
LSEGATPQODLNTMLNTVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWDRLHPVHAGPVAPGOMREP
RGSDIAGTTSNLQEQIAWMTSNPPIPVGDIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIKQG
PKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATQDVENWMTDTLLVONANPDCKTILRALGPGATLEE
MMTACQGVGGPSHKARVLAEAMSOTNSTILMORSNFKGSKRIVKCFNCGKEGHIARN
CRAPRKKGCWKCGKEGHOMKDCTERQANFLGKIWPSHKGRPGNFLOSRPEPTAPPAE
SFRFEETTPAPKQEPKDREPLTSLRSLFGSDPLSQMAPISPIETVPVKLXPGMDGPK
VKQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPIFATKKKDSTKWRKLVDFE
RELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPLDEDFRKYTAFTIPS
INNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPATIFOSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDHLYVGS
DLEIGQERTKIEELRQHLLRWGFTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWTIVQPIVLPE
KDSWTVNDIQKLVGKINWASQIYAGIKVKOLCKLLRGTRALTEVVPLTEEAELELAE
NREILKEPVHGVYYDPSKDLIAETQKQGOGOWTIYQIYOEPFENLKTGKYARMRGAHT
NDVKQLTEAVQKIATESIVIWGKTPKFKLPIQKETWEAWWTEYWOQATWIPEWEFVNT
PPLVKLWYQLEKEPIVGAETFYVDGAANRETKLGKAGYVTDRGROKVVSLTDTTNQK
TELQATHLALQDSGLEVNIVTDSQYALGIIQAQPDKSESELVSQITEQLIKKERKVYL
AWVPAHRGIGGNEQVDKLVSRGIRKVLFLDGIDKAQEEEEKYHSNWRAMASEFNLPP
IVAKEIVASCDKCQLKGEATHGQVDCSPGIWQLACTHLEGEKVILVAVHVASGYIEAE

VIPAETGOETAYFLLEKLAGRWPVKTIHTDNGSNFTSATVEKAACWWAGIKQEFGIPYN
POSQGVVESINKELKKIIGOVRDQAEHLKTAVOMAVEF IHNFKRKGGIGEYSAGERIV
DIIASDIQTKELQKQITKIQNFRVYYRDSRDPLWKGPAKLLWKGEGAVVIQDNSDIK
VVPRREAKTITRDYGKOMAGDDCVASRQDED

X. SECUENCIAS DE FUSIO[\J DE GAGPOLNEF DE MOSAICO M BIVALENTES (POL EXTENSIVAMENTE
INACTIVADO, CON SUPRESION DE PR)

GAGPOLNEF1 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)

SEQ ID NO: 28
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MGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKEKYRLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGC
ROILGOLOPSLOTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALEKIEEEQNKSKKK
AQQAAADTGNSSQVSONYPIVONIQGOMVHQAISPRTLNAWVEVVEEKAFSPEVIPM
FSALSEGATPODLNTMLNTVGGHQAAMOMLKET INEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGQM
REPRGSDIAGTTSTLOEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPVSTILDI
ROGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASOQDVKNWMTETLLVQNANPDCKTILKALGPAAT
LEEMMTACQGVGGPGHKARVLAEAMSOQVTNSATIMMORGNFRNQRKTVKCFNCGKEG
HIAKNCRAPRKKGCWKCGKEGEQMKDCTERQANFLGKIWPSNKGRPGNFLONRPEPT
APPEESFRFGEETTTPSCKQEPIDKEMYPLASLKSLFGNDPSSOMAPISPIETVPVK
LKPCGMDGPRVKOWPLTEEKIKALTATICEEMEKEGKITKIGPENPYNTPVFATKKEDS
TEWRKLVDFRELNKRTQCDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVITVLAVGDAYFSVPLDEGFR
KYTAFTIPSTNNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQCSMTRILEPFRAKNPEIVIYQ
YMAALYVGSDLEIGOQHRAKTEEL REHLLKWGFTTPDKKHOKEPPFLWMGYELHEDKW
TVQPIQLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASCIYPGIKVRQLCKLLRGAKALTDIVPLT
EEAELELAENREILKEPVHGVYYDESKDLIAEIQKQGHDOWTYQIYQEPFKNLKTGK
YAKMRTAHTNDVKQLTEAVOKIAMESIVIWGKTPKFRLPIQCKETWETWWTDYWQATW
IPEWEFVNTPPLVKIWYQLEKDPIAGVETFYVAGAANRETKLGKAGYVTDRGROKIV
SLTETTNQKTALOQAIYLALODSGSEVNIVTASQYALGIIQAQPDKSESELVNQITIEQ
LIKKERVYLSWVPAHKGIGGNEQVDKLVSSGIRKVLFLDGIDKAQEEHEKYESNWRA
MASDENLPPVVAKEIVASCDQCOLKGEAMHGOVDCSPGIWQLACTHLEGKITILVAVH
VASGYIEAEVIPAETGOETAYFILKLAGRWPVEVIHTANGSNFTSAAVKAACWWAGT
QQEFGIPYNPQSQGVVASMNRKELKKI IGCVRDOAEHLK TAVOMAVFITHNFKRKGGIG
GYSAGERIIDIIATDIQTKELOKQITKIQNFRVYYRDSRDPIWKGPAKLLWKGEGAV
VIQDNSDIKVVPRRKVKIIKDYGKQMAGADCVAGRODEDMAGKWSKSSVVGWPAIRE
RMRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGATTSSNTAANNADCAWLEAQEEEEVCGFPVRPQVP
LRPMTYKGALDLSHFLKEKGGLEGLIYSORKRODILDLWVYHTQGYFPDWONYTPGPG
IRYPLTFGWCFKLVPVEPEKIEEANEGENNSLLEPMSQHGMDDPEKEVLMWKFDSRL
AFHHMARELHPEYYKDC

GAGPOLNEF2 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA)
5 SEQ ID NO: 29

MGARASILRGGKLDKWEKIRLRPGGKKHYMLKHLVWASRELERFALNPGLLETSEGC
KQITKQLOPATQTGTEELRSLFNTVATLYCVEAEIEVRDTKEALDKIEEEQNKSQQK
TQQAKEADGKVSONYPIVONLOGOMVHOPISPRTLNAWVEVIEEKAFSPEVIPMEFTA
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LSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWDRLHPVHAGPVAPGOMREP
RGSDIAGTTSNLOEQTAWMTSNPPIPVGDIYKRWITILGLNKIVRMYSPTSILDIKQG
PKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATQDVEKNWMTDTLLVONANPDCKTILRALGPGATLEE
MMTACQGVGGPSHKARVLAEAMSQOTNSTILMORSNFKGSKRIVEKCFNCGKEGHIARN
CRAPRKKGCWKCGKEGHQMKDCTERQANFLGKIWPSHKGRPGNFLOSRPEPTAPPAE
SFRFEETTPAPKQEPKDREPLTSLRSLFGSDPLSOMAPISPIETVPVKLKPGMDGPK
VKOWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPIFATKKKDSTKWRKLVDF
RELNKRTQDFWEVOLGIPHPAGLKKKKSVTVLAVGDAYFSVPLDEDFRKYTAFTIPS
INNETPGIRYQYNVLPOGWKGSPATFQSSMTKILEPFRKONPDIVIYQYMAALYVGS
DLEIGQHRTKIEELRQHLLRWGFTTPDKKHOKEPPFLWMGYELHPDKWTVQPIVLPE
KDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYAGIKVKOLCKLLRGTKALTEVVPLTEEAELELAE
NREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQRQGQGOWTYQIYOQEPFENLKTGKYARMRGAHT
NOVKOQLTEAVOKIATESIVIWGKTPKFKLPIQKETWEAWWTEYWQATWIPEWEFVNT
PPLVKLWYQLEKEPIVGAETFYVAGAANRETKLGKAGYVTDRGRQKVVSLTDTTNQK
TALOQATHLALODSGLEVNIVTASQYALGI IQAQPDKSESELVSQITEQLIKKEKVYL
AWVPABKGIGGNEQVDKLVSRGIRKVLFLDGIDKAQEEHEXKYHSNWRAMASEFNLPP
IVAKEIVASCDKCOLKGEATIHGQVDCSPGIWQLACTHLEGKVILVAVEVASGYIEAE
VIPAETGOETAYFLLKLAGRWPVKTIHTANGSNFTSATVKAACWWAGIKQEFGIPYN
POSOGVVASINKELKKIIGOVRDOAEHLK TAVOMAVEFIHNFEKRKGGIGEYSAGERIV
DITASDIQTKELQKQITKIQNFRVYYRDSRDPLWKGPAKLLWKGEGAVVIQDNSDIK
VVPRRKAKIIRDYGKOMAGDDCVASRODEDMAGKWSKSSTVGWPAVRERIRRAEPAA
EGVGAASQDLDKYGALTSSNTAATNADCAWLEAQEDEEVCGFPVKPOQVPLRPMTYKAR
FOLSFFLKERGGLDGLIYSKKROEILDLWVYNTOGFEPDWONY TPGPGVRYPLTFGW
CFRLVPVDPREVEEANKGENNCLLHPMNLHEHGMDDPEREVLVWRFDSRLAFHHMAREXK
HPEYYKNC

XI. SECUENCIAS DE ENV GP160, GAG, POL, NEF DE CLADO C OPTIMO
ENV GP160 DE CLADO C OPTIMO (SN90.90.SE364) (SECUENCIA DE AA)

SEQ ID NO: 30

MRVTGMLRNCOPWWIWGILGFWMLLIYNVGGNLWVTVYYGVPVWKEAKTTLFCASDA
KAYEKEVHNVWATHACVPTDPNPQEMVLENVTEYFNMWKNDMVDOQMHEDIISLWDOS
LEPCVKLTPLCVTLNCRNVTTSNNATSNDNPNGEIKNCSFNITTELRDKRRNEYALF
YRLDIVPLSGSKNSSNSSEYRLINCNTSAITQACPKVSFDPIPIHYCAPAGYATLKC
NNKTFNGTGPCNNVSTVQCTHGIKPVVSTOQLLLNGSLAEGEITTRSENLTNNAKTIT
VHLNESIEIVCARPNNNTRKSMRIGPGQTFYATGDITGDIRQAHCNISGNWNATLEK
VEGKLOEHFPGKNISFEPSSGGDLETITTHSFNCRGEFFYCDTSKLFNGTTHTANSST
TIQCRIKQIINMWQGVGRATIYAPPIAGNITCKSNITGLLLTRDGGTLNNDTEKFRPG
GGDMRDNWRSELYKYKVVEIKPLGIAPTKAKRRVVEREKRAVGIGAVFLGFLGAAGS
TMGAASITLTVQARQLLSGIVOQQSNLLRATIEAQQHMLOLTVWGIKQLOTRVLAIER
YLEDOQLLGIWGCSGRIICTTAVPWNTSWSNKSLED IWDNMTWMOWDREINNYTSTT
YSLLEESQNQOQEXNEKDLLALDSWNNLWNWFNITKWLWYIKIFIMIVGGLIGLRITIF
AVLSIVNRVRQGYSPLSFOQTLIPNPRGPDRLGRIEEEGGEQDRDRSIRLVNGFLATIA
WDDLRSLCLFSYRRLRDFILIVARAVELLIQRGWETLKYLGSL? QYWGLELKKSAIS
LILDTIAITVAEGTDRIIELVQRICRAISNIPRRIRQGFEAALY

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

MGARASILRGGKLDEWEKIRLRPGGKKHYMLKHLVWASRELERFALNPGLLETSEGC
KOILKQLOPALQTGTEELRSLYNTVATLYCVHAGIEVRDTKEALDKTI EEEQNKGQQK
TQOAKGADGKVSONYPIVONLOGOMVHQATISPRTLNAWVEVIEEKAFSPEVIPMFTA
LSEGATPODLNTMLNTVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWDRLHPVHAGPIAPGQMREP
RGSDIAGTTSTLQEQIAWMTNNPPVPVGDIYKRWIILGLNKIVRMYSPVSILDIKQG
PKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATODVEKNWMTDTLLVONANPDCKTILRALGPGATLEE
MMTACQGVGGPSHKARVLAEAMSQTGSTIMMOQRSNFRGSKRIVEKCFNCGKEGHIARN
CRAPRKRKGCWKCGKEGHOMKDCTERQANFLGKIWPSHKGRPGNFLQSRPEPTAPPAE
SFRFEETTPAPKQELKDREPLTSLKSLFGSDPLSQ

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

FFRENLAFQQGEARFEFPSEQARANSPTSREFQVRGDNPCSEAGVKGRGTLNFPQITL
WORPLVSIKVGGOVKEALLDTGADDTVLEE INLPGKWKPKMIGGIGGFIKVRQYDQT
LIETICGKKATGTVLVGPTPVNIIGRNMLTQLGCTLNFPISPIETVPVKLKPGMDGPK
IKOWPLTEEKIKALMATICEEMEKEGKITKIGPENPYNTPIFATKKKDSTKWRKLYVDY
RELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVIVLDVGDAYFSVPLDESFRKYTAFTIPS
INNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFRAKNPEIVIYQYMDDLYVGS
DLEIGOHRAKIEELREHLLRWGFTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWTVQPIQLPE
EDSWIVNDIQKLVGKLNWASQIYSGIKVRQLCKLLRGAKALTDIVPLTEEAELELAE
NREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGYDOWIYQIYQEPFRNLKTGKYAKMRTAHT
NDVEQLTEAVORIALESIVIWGKTPKFRLPIQKETWEIWWTDYWQATWIPEWEFVNT
PPLVKIWYQLERKEPIAGAETFYVDGAANRETKIGKAGYVIDKGROKIVILTETTNQK
TELQAIQLALODSGSEVNIVTDSOYALGI IQAQPDKSESELVNQITEQLINKERVYL
SWVPAHKGIGGNEQVDKLVSSGIRKVLYLDGIDKAQEEHEKYHSNWRAMASEFNLPP
VVARKETVASCDKCOLKGEATHGOVDCSPGIWQLDCTHLEGKVILVAVHVASGYMEAE
VIPAETGQETAYYILKLAGRWPVKVIHTDNGSNFTSAAVKAACWWAGIQQEFGIPYN
POSQGVVESMNKELKKITIGQVRDQAEHLKTAVOMAVEF ITHNFXRKGGIGGYSAGERIT
DITATDIQTKELQKQITKIQNFRVYYRDSRDPIWKGPAKLLWKGEGAVVIQDNSDIK
VVPRREVKIIKDYGKOMAGADCVAGRQDED

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

MGGKWSKSS IVGWPDVRERMRRTEPAARGVGAASQDLDKYGALTSSNTTHNNADCAW
LEAQEEGEVGFPVRPOQVPLRPMTYKGAFDLSFFLKEKGGLDGLIYSKXKRCETILDLWV
YHTIQGFFPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCFKLVPVDPREVEEANKGENNCLLHPMSTLH
GMEDEEREVLKWEFDSSLARRHLARELHPEYYKDC

XIIl. SECUENCIA DE ENV GP140 DE CLADO C OPTIMO (DEFECTUOSA EN ESCISION/FUSION)
ENV GP140 DE CLADO C OPTIMO (SN90.90.SE364) (SECUENCIA DE AA)

SEQ ID NO: 34
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MRVTGMLRNCQPWWIWGILGFWMLLIYNVGENLWVTVYYGVPVWKEAKTTLFCASDA
KAYEKEVHNVWATHACVPTDPNPQEMVLENVTEY FNMWKNDMVDOMHEDITSLWDQS
LKPCVKLTPLCVTLNCRNVITSNNATSNDNPNGEIKNCSFNITTELRDKRRNEYALF
YRIDIVPLSGSKNSSNSSEYRLINCNTSAITQACPKVSFDPIPIHYCAPAGYATILKC
NNKTFNGTGPCNNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEGEITTIRSENLTNNAKTII
VHLNESIETVCARPNNNTRKSMRIGPGOTFYATGDITIGDIRQAHCNISGNWNATLEK
VKGKLQEHFPGKNISFEPSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCDTSKLFNGTTHTANSST
TIQCRIKQITNMWQGVGRAIYAPPIAGNITCESNITGLLLTRDGGTLNNDTEKFRPG
GGDMRDNWRSELYKYKVVEIKPLGIAPTKAKRRVVESEKSAVGIGAVFLGFLGAAGS
TMGAASTITLTVQARQLLSGIVQQQSNLLRATIEAQOHMLOLTVWGIKQLOTRVLATER
YLKDOQLLGIWGCSGKIICTTAVPWNTSWSNKSLEDIWDNMTWMOWDREINNYTSTT
YSLLEESQNQOEKNEKDLLALDSWNNLWNWFNITKWLNW

XIll. SECUENCIA DE POL DE CLADO C OPTIMO (EXTENSIVAMENTE INACTIVADO, CON SUPRESION DE PR)
5 POL DE CLADO C OPTIMO (ZA.04.04ZASK208B1) (SECUENCIA DE AA)
SEQ ID NO: 35

MAPISPIETVEVKLKPGMDGPKIKQWPLTEEKTIKALMAICEEMEKEGKITKIGPENP
YNTPIFAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTVLAVG
DAYFSVPLDESFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPATIFQSSMTKILE
PFRAKNPEIVIYOYMAALYVGSDLEIGQHRAKIEELREHLLRWGFTTPDKKHQKEPP
FLWMGYELHPDXWTVQPIQLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYSGIKVRQLCKLL
RGAKALTDIVPLTEEAELELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAETIQKQGYDQWTYQ
IYQEPFKNLKTGKYAKMRTAHTNDVKQLTEAVQRKIALESIVIWGKTPKFRLPIQKET
WEIWWTDYWOATWIPEWEFVNTPPLVKLWYQLEKEPIAGAETFYVAGAANRETKIGK
AGYVTDKGRQKIVTLTETTNQKTALOATQLALODSGSEVNIVTASQYALGITQAQPD
KSESELVNQITEQLINKERVYLSWVPAHKGIGGNEQVDKLVSSGIRKVLFLDGIDEA
QEEHEKYHSNWRAMASEFNLPPVVAKEIVASCDKCQLKGEATHGQVDCSPGIWQLAC
THLEGKVILVAVHVASGYMEAEVIPAETGQETAYYILKLAGRWPVEVIHTANGSNFT
SAAVKAACWWAGIQQEFGIPYNPQSQGVVASMNKELKKIIGOQVRDOAEHLKTAVOMA
VFIHNFKRKGGIGGYSAGERIIDIIATDIQTKELQKQITKIQNFRVYYRDSRDPIWK
GPAKLLWKGEGAVVIQDNSDIKVVPRREKVKIIKDYGKOMAGADCVAGRODED

10
XIV. SECUENCIA DE FUSION DE GAGNEF DE CLADO C OPTIMO

GAGNEF DE CLADO C OPTIMO (IN.70177-ZA00.1170MB) (SECUENCIA DE AA)

15 SEQ ID NO: 36

37



5

10

15

ES 2 699 685 T3

MGARASTILRGGKLDKWEKIRLRPGGKKHYMLKHLVWASRELERFALNPGLLETSEGC
KQILKOLOPALOTGTEELRSLYNTVATLYCVHAGIEVRDTKEATIDKIEEEQNKGQOK
TRQAKGADGEVSONYPITVONLQGOMVHQATSPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMETA
LSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWDRLHPVHAGPIAPGOMREP
RGSDIAGTTSTLOEQIAWMTRNPPVPVGEDIYKRWITILGLNKIVRMYSPVSILDIKQG
PKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATQDVENWMTDTLLVONANPDCKTILRATLGPGATLEE
MMTACQGVGGPSHKARVLAEAMSQTGSTIMMQRSNFKGSKRIVECFNCGKEGHTIARN
CRAPREKGCWKCGKEGHOMKDCTERCANFLGKIWPSHKGRPGNFLOSRPEPTAPPARE
SFRFEETTPAPKQELKDREPLTSLKSLEFGSDPLSQAGKWSKSSIVGWPDVRERMRRT
EPAAEGVGAASQDLDKYGALTSSNTTHNNADCAWLEAQEEGEVGFPVRPOVPLRPMT
YKGAFDLSFFLKEKGGLDGLIYSKKROEILDLWVYHTQGFFPDWONYTPGPGVRYPL
TEGWCFKLVPVDPREVEEANKGENNCLLHEHPMSLHGMEDEEREVLKWEFDSSLARRHL
ARELHBPEYYKDC

XV. SECUENCIAS CONSENSO
ENV DE M CONSENSO

SEQ ID NO: 37

MRVRGIQRNCOHLWRWGTLILGMLMICSAAENLWVIVYYGVPVWKEANTTLF
CASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQOEIVLENVTENFNMWEKNNMVEQM
HEDIISILWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTNVNVINTTNNTEEKGETIKNCSFNITTEL
RDEKKORVYALFYRLDVVPIDDNNNNSSNYRLINCNTSATTQACPKVSFEPIPIHYC
APAGFATLKCNDKKFNGTGPCKNVSTVQCTHGIKPVVSTOLLLNGSLAEEETIIRS
ENITNNAKTIIVQLNESVEINCTRPNNNTRKSIRIGPGQAFYATGDITGDIRQAHCN
I
SETKWNKTLOOVAKKLREHFNNKT I IFKPSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTSG
LENSTWIGNGTKNNNNTNDTITLPCRIKQITNMWQGVGOAMYAPPIEGKITCKSNI
TGLLLTRDGGNNNTNETEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTKAK
RRVVESEKSAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASITLTVQARQLLSGIVQOOSNLLR
ATEAQQHLLOLTVWGIKQLOARVLAVERYLEKDQOLLGIWGCSGKLICTTTVPWN
SSWSNESQDEIWDNMTWMEWEREINNYTDIIYSLIEESONQQEKNEQELLALDK
WASLWNWFDITNWLW

GAG DE M CONSENSO

SEQ ID NO: 38

MGARASVLSGGKLDAWEKIRLRPGGKKKYRLKHLVWASRELERFALNPGLLET
SEGCKQIIGOLOPALOTGSEELRSLYNTVATLYCVHORIEVKDTKEALEKIEEEQN
KSQOKTQOQAAADRGNSSKVSONYPIVONLOQGOMVHOATSPRTLNAWVKVIEEK
AFSPEVIPMFSALSECGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKDT INEEAAEWDRL
HPVHAGPIPPGOMREPRGSEDIAGTTSTLOEQIAWMTSNPPTIPVGEIYKRWIILGLN
KIVRMYSPVSILDIRQGPKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATQDVKNWMTDTLLVQN
ANPDCKTILKALGPGATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLAEAMSQVINAAIMM
QRGNFKGQRRITKCFNCGKEGHIARNCRAPRKKGCWKCGKEGHQMKDCTERQA
NFLGKIWPSNKGRPGNFLOSRPEPTAPPAESFGFGEEITPSPKQEPEDKEPPLTSLK
SLFGNDPLSQ
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POL DE M CONSENSO
SEQ ID NO: 39

MAPISPIETVPVKLEKPGMPGPKVKOWPLTEEKIKALTEICTEMEKEGKISKIGPEN
PYNTPIFAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTOQDFWEVOLGIPHPAGLEKEKKKSVTV
LDVGDAYFSVPLDEDFREKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSM
TKILEPFRTONPEIVIYQYMDHLYVGSDLEIGOHRAKIEELREHLLRWGFTTPDKK
HQKEPPFLWMGYELHPDKWTVQPIQLPEKDSWITVNDIQKLVGKLNWASQIYPGI
KVKQLCKLLRGAKALTDIVPLTEEAELELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQ
KQGODOWTYQIYQEPFKNLKTGKYAKMRSAHTNDVKQLTEAVQKIATESTIVIW
GKTPKFRLPIQKETWETWWITEYWQATWIPEWEFVNTPPLVKLWYQLEKEPIAG
AETFYVDGAANRETKLGKAGYVTDRGROKVVSLTETTNQKTELQATHLALODS
GSEVNIVTDSQYALGIICAQPDKSESELVNQIIEQLIKKEKVYLSWVPAHKGIGGN
EQVDEKLVSTGIRKVLFLDGIDKAQEEHEKYHSNWRAMASDFNLPPIVARKEIVASC
DECQLEKGEAMHGOVDCSPGIWQLACTHLEGKIILVAVHVASGY IEAEVIPAETG
QETAYFILKLAGRWPVKVIHTDNGSNFTSAAVEAACWWAGIQQEFGIPYNPQSQ
GVVESMNKELKKIIGOVRDQAEHLKTAVQMAVEFIHNFKRKGGIGGYSAGERIIDT
IATDIQTKELQKQITKIQNFRVYYRDSRDP IWKGPAKLLWKGEGAVVIQDNSDIK
VVPRRKAKITRDYGKQMAGDDCVAGRQDED
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REIVINDICACIONES
1. Una vacuna que comprende:

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

2. La vacuna segun la reivindicacién 1, en donde dicha vacuna comprende dicho polipéptido virico optimizado que
tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 9 y en donde dicha vacuna comprende ademas:

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

3. La vacuna segun la reivindicacion 2,

en donde dichos al menos dos polipéptidos de gag optimizados definidos comprenden las secuencias de aminoacidos
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 aminoacidos
expuestas en las SEQ ID NO: 12 y 13, respectivamente.

4. La vacuna segun la reivindicacion 1, en donde dicha vacuna comprende dicho vector que codifica un polipéptido
virico optimizado que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 9 y en donde dicha vacuna
comprende ademas uno o mas vectores que codifican:

al menos dos polipéptidos de gag optimizados definidos seleccionados de uno cualquiera o mas de los grupos: (i)
SEQ ID NO: 3y 4, (ii) SEQ ID NO: 3y 15, y (iii) SEQ ID NO: 4 y 15, y/o

al menos dos polipéptidos de pol optimizados definidos seleccionados de uno cualquiera o mas de los grupos: (i)
SEQ ID NO: 12y 13, (ii)) SEQ ID NO: 12y 14, y (iii) SEQ ID NO: 13 y 14.

5. La vacuna segun la reivindicacion 4, en donde dicha vacuna comprende uno o mas vectores que codifican:

al menos dos polipéptidos de gag optimizados definidos que comprenden las secuencias de aminoacidos
expuestas en las SEQ ID NO: 3 y 4, respectivamente, y/o

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

6. La vacuna segun la reivindicacién 5, en donde dicha vacuna comprende uno o mas vectores que codifican:
al menos dos polipéptidos de gag optimizados definidos que comprenden las secuencias de aminoacidos
expuestas en las SEQ ID NO: 3 y 4, respectivamente, y
al menos dos polipéptidos de pol optimizados definidos que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas
en las SEQ ID NO: 12 y 13, respectivamente.

7. La vacuna segun la reivindicacion 5 o 6, en donde dicha vacuna comprende ademas un vector que codifica un
polipéptido de env optimizado que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 10.

8. La vacuna segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en donde dichos polipéptidos de gag, pol y/o env
optimizados estan codificados por (i) un Unico vector o (ii) multiples vectores.

9. La vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 1y 4 a 8, en donde dicha vacuna comprende un vector virico
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 (AdSHVR48),
poxvirus y virus vaccinia Ankara modificado (MVA).

10. La vacuna de la reivindicacion 9, en donde dicho vector virico es un adenovirus de serotipo 26 (Ad26).

11. La vacuna de la reivindicacién 9, en donde dicho vector virico es un virus vaccinia Ankara modificado (MVA).

12. La vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde dicha vacuna comprende adicionalmente
un vehiculo, 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 reduccion
del riesgo de una infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) en un ser humano.

40
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14. Un método de fabricacion de una vacuna para el tratamiento o la reduccién del riesgo de una infeccién 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:
a) la vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11;
b) un vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable;

c) instrucciones para el uso de los mismos; y, opcionalmente,
d) un adyuvante.
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Figura 2

Magnitud de Respuestas Positivas
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Figura 7
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Figura 19
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Figura 20A
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Figura 21B
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Figura 22

Péptidos reactivos y amplitud y profundidad de las respuestas: vacuna de Clado B+C

Clado B+C 287-95:

3 CD% ®TEB+, | <D4 PIE+

2 regiones CD8+, 1 regién CD4+

Numero de péptidos solapantes por regién: CD8: 1 2 CD4: 1

3 respuestas de CD8:

2 AREWDRLHPVHAGPIA
E AREWDRLHEVHRGPIA
331% EBRE=DRLEFVARGFIPGag 0% 215
C DOMHEDIISLWDQSLK
B ZQMHEDIISLWDQSLK
EZ¢ IPMHECTIISIWDRSL Ernv 102 118
EZ32  HMHEDIISLWLCESLKEZnv 103 117

1 respuesta de CD4:

< KLNWASQIYSGIKVR

B RLNWASQIYFGIKVR

PLl3¢ HXINWESQIYAZIXKVK Pol 418 43C

Clado B+C 128-92:
3 Chz ZTE+, 2 CD4 PTE+

5 regiones CD8+, 2 regiones CD4+
Numero de péptidos solapantes por regién: CD8: 1 1111CD4: 1 1

5 respuestas de CDS:

KHLVWASRELERFAL
B KHIVWASRELERFAV
GIO KALVHASRELIRFAL Gad L S 4
LQEQIAWMTNNEEVE

B LQEQIGWMINNEPIP
3174 TATQTAWNTSNPRIP Gag 243 037

- OMHEDIISLWDQSLK
B OMHED I ISLWDQSLK
E2SC HMHEDIISLWDBILK Sy 103 217
DIWDNMTWMOWDREI
E EIWDNMTWMEWERE I
E2%% EINNNMTHMESNEKSI Invy  £21 £33
: WPVKVIHTANGSNET
B WPVKT IHTANGSNFT
F214 WEVKVVHIDNZSXET Fol 823 £37

2 respuestas de CD4:

AQTGTEELRSLYNTV
B LQTGSEELRSLYNTV
314¥ LOTESEEIRSTENTY CZag &8 e
i YENMWKNDMVDQMHE
B NENMWKNNMVEQMHE
E344 NENMAKNNMVEQMHE Znv &0 L€
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Figura 22 (continuacion)

Clado B+C 263-00:

3 CD2 PTE+, 1 24 FTE+

3 regiones CD8+, 1 region CD4+

Numero de péptidos solapantes por regién: CD8: 11 1 CD4: 1

3 respuestas de CD8:

8: GRFGNFLQSRPEPT

E GRPGNFLQSRPEFPT

53€ GRIDGNTLONRPZPT  Gag 442 436
L2 PVHAGPIAFPGQMREP

B PVHAGPIAPGQMREF

3213 PVQEGFIAFCZQMRZF Gag 217 131
C VROQSNLLRAIERQQD

B VQQQNNLLRAIERQQ

ETZ  VQQUONNLLRAIZEJH Znv 242 &3
1 respuesta de CD4:

c' LLEESQNQQEKNEKD

B LIEESQNQQEKNECE

E49 LIEESQNQQEXNIQD Znv €43 &35

Clado B+C 311-00:

3 D3 PTE+, 1 24 BIF+
5 regiones CD8&+, 0 region CD4+
Numero de péptidos solapantes por region: CD8: 11111 CD4: 0

S respuestas de CDS8:

DRLHPVHAGPIAPGQ
B DRLHPVHAGPIAPGQ

5107 DRVHSVHAGPIPRPGE Sag 2.3 227
i GDIIGDIRQAHCNIS

B GEIIGDIRQAHCNIS

E€4 SDIIGDIRGRHINIS =Zny 221 334
2 TGMLRNCQPWWIWGI

B KGIRENYQHLWRWGT

E45% KEIRKNYQHLWRWET Znv 4 13
2 MTKILEPFRAKNPEI

B MTKILEPFRKQNPDI

Fid4d NMTKILEPFREKQNFDI Fol 3l 333

LY RAMASEFNLPPVVAK
B RAMASDFNLPPVVAK
FLS3 REMESDFN_PPIVAK ol 735 TLh

69



ES 2 699 685 T3

Figura 22 (continuacion)

Clado B+C 335-96:
& D8 PIE+, 1 T4 FTE+
2 regiones CD8&+, 0 region CD4+

Numero de péptidos solapantes por region: CD8: 3 3 CD4: 0

6 respuestas de CD8:
s ARAEWDRLHPVHAGPIAFGQ

B AREZTWDRLHPVHAGPIAFC)

i331% AAE-DRLEFVHAGRIP i3ag 20O
44 AEWDRLEFVAAGRIA Gag Z1¢
3102 DRVEFVHAGZIPFGE ag 213
C Qo INKERVYLSWVPRHEGI =

B QLIZKEKVYLAWVPAHKGIZ

P3l€ XLIZKDRVYLSWVZE Pol €79
FZ23  LIXKERVYLSWVDAH Pol €20
EE3 ERVYLSWYVEZAHKGIS Pol €34

.—-nS
ana
~om
A

EY Ny

O Y
el g
Sl G2

Clado B+C 414-95:
¢ D& PTE+, L CC4 ETE+
0 regiones CD8+, 1 region CD4+

Numero de péptidos solapantes por region: CD8: 0 CD4: 1

1 respuesta de CD4:

C SLYNTVATLYCVHAG
B SLYNTVATLYCVHOK

G54 SLYNTVATLYCIVHQR Gag 77 o]
Clado B+C 431-01:

3 DR BTE+, | 004 FTE+

2 regiones CD8&+, 1 region CD4+
Numero de péptidos solapantes por region: CD8: 0 1 CD4: 1

3 respuestas de CD8:

i HQAAMOMLKDTINEE
HQAMMOMLKETINEE

=24 AQBEEMOMIKDTINZE Gadg PR 20z

G5l JOREMOM_KETINSE Gag oy 20

- AVFIHNFRREGGIGG

E AVFIHNFRREKGGIGG

EZZ  RVEZHNTERXZEZIGE Tol 152 <IN

1 respuesta de CD4:

c YENMWKNDMVDOMHE

B NFNMWENNMVEQMHE

E44 NENMWENNMYVEZMEE Ernv o7 e
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Figura 22 (continuacion)

Péptidos reactivos y amplitud y profundidad de las respuestas: vacuna de M Consens

M consenso 349-07:
7 D8 FTE~-, I CDd4 PTE+

3 regiones CD8+, 2 regiones CD4+
Numero de péptidos solapantes por region: CD8:322 CD4: 11

3 respuestas de CD8:
Meon EQATQUVENWMTDTLLVONANE

5197 EQITQEVENWMIDTL Gag 20T Azl
G108 -—--TODVENWMTDTLLIR Gasy CIRY 324
G55 —------ ENWMIDTLLVONANE Gag L4 Iz
Mczr ZVQQQSNLLRAIEARDO

£:4 VTWEOCSNLLRAIERD Brv  Z4E 3&Z2
B?L -WCOCNNLLRAIEREDH Erv S4% 3¢3
Mezn AVFII'WF’KRKGGI GGY

P2L WEIANFRRXEEIGS ol 59¢ BB
PI3€ -"LI"I"JF"'\.RR’ﬂ"I 35T ol &5 B0%
2 respuestas de CD4:

Mcsr SELYEKYRVVKIEPLG

=4z SELYRYRVVREIEZLE Env £3% 495
Meon m@ﬂm

=44 NINMSENNIOEQMHEE Env @2 )
M consenso 350-07:

. T2%T FTE~, I TL4 PIE+

0 regiones CD8+, 2 regiones CD4+

Numero de péptidos solapantes por region: CD8: ninguno CD4: 11

2 respuestas de CD4:

Moo GRRRYRLEHLVWASR

G232 ZREXYRLEHEIVHASR Tagy LI 3%
Moorn DIRKVVPRREARIIRD

El72 ICIKVVPRREVEIIAD £ol &7 3EE

M consenso 351-07:

=% ETE-, 1 L4 DTE+
4 regiones CD8+, 1 region CD4+
Numero de péptidos solapantes por region: CD8: 000 1 CD4: 1
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Figura 22 (continuacion)

4 respuestas de CD8:
Mcon KHLVWASRELERFALNPGLL

G20 KHLVWASRELERFAL Gag 32 46
GE68 —---- ASRELERFAVNPGLL Gag 37 5
Mcon IVQQQSNLLRAIEAQQD

E6  VVQQQSNLLRAIEAQ Env 548 562
ES -VOQONNLLRAIEAQH Env 54¢ 563

Mcon AVFIHNFRREGGIGGY
P22 AVFIHNFKRKGGIGG Fol 594 908
P23€ -VLIHNFKRKGGIGGY Pol 893 909

Mcon KNWMTDTLLVQNANP
G55 KNWMTDTLLVQNEND Gag 314 328

1 respuesta de CD4:
Mcon WRGSPAIFQSSMTKI

P352 WKGSPAIFQASMTIKI Pol 308 322

M consenso 352-07:

6 CDE PTE+, 2 CD4 PTE+

6 regiones CD8+, 2 regiones CD4+

Niumero de péptidos solapantes por region: CD8: 11111 1CD4: 1

6 respuestas de CDS8:

Mcon QPALQTGSEELRSLY
G268 LPALRTGSEELRSLY Gag 65 79

Mcon  IVQQQSNLLRAIEAQ
E54 VVQQOSNLLRAIEZQ Env S48 5&2

Mcon CSGRLICTTTVEWNS
E73 CSGKLICTTAVPWNS Env 393 ¢lZ

Mcon ARAYDTEVHNVWATH
EZ215 AKAYEKEVENVWATH Env 58 iz

Mcon KRDSTEWRELVDERE
P23 KKDSTKWRKLVDERE Bol  Z2Z0 234

Mcon VFIHNFRREGGIGGY

F23¢ VLIHNTKRKGGIGGY P2l 8%5 909
2 respuestas de CD4:

¥cin NEKIVRMYSPVSILDI

zL3 NXIVRMYSEVSILDZ Gas 271 ZI5
Mzin KGNSSKVSQNYPIVY

397 TENISQUSONYTIVE Gaz 172 L3¢
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Figura 22 (continuacion)

M consenso 353-07:

Z D% PTE+, 0 CD4 PTE~+

2 regiones CD8+, 0 regiones CD4+

Nutmero de péptidos solapantes por region: CD8: 1 1 CD4: ninguno

2 respuestas de CD8:
¥cin GCRQIIGQLQPALQT

Gl5. GCRQILGQLOPSLYT Gag 3¢ 7
¥ctn PVHAGPIPPGQMREP
3213 PVQAGPIAEGOMRESD Gaz 217 231

M consenso 354-07:

5 ZD% FTE+, L CD4 FTE-

3 regiones CD8+, 1 region CD4~+

Niimero de péptidos solapantes por region: CD8: 22 1 CD4: 1

3 respuestas de CD8:
Mcon EQATQIVENWMIDTLLVONANE

3197 EQITQEVKNWMTDTL Gag 303
G35 —==---- KNWMTDTLLVNENE a3 314
¥cin IVOQQSNLLRAIEAQD

ES4  VVQQQSNIIRAIEZD Erv  54f
E72 -VDOCNNLLRAIRECE Env S4&
Mczn HSNWRAMASDENLPP

ES3 HANWRLMASTDFENLES Pal 731
1 respuesta de CD4:

¥crn GSPATFQSSMTKILE

Fldal GZSPRIFCSSMIKILID B2l 3ld

M consenso 355-07:
3 TD3 PTE+, 1 D4 FTE-

2 regiones CD8+, 1 region CD4+
Numero de péptidos solapantes por region: CD8: 1 2 CD4: 1

2 respuestas de CD8:
Xooin IIGDIRQARHCNISGT

P33 ITGEDIRGAECNVIRS Env 320 33é

<

%

SMWRAMASDENLPPZVAE

E43 SNWRAMESOFNLZ S 2ol s
FlL43 ---RTMES2FNLZZVVAK zol IS
F193 ---REMERZFNLZZIVAK ol a5

1 respuesta de CD4:

Moo GSPAIFQSSMTKILE

Fld4l S=32RITLSSMTYILD 2ol 21¢ iZ4
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Figura 22 (continuacion)

Péptidos reactivos y amplitud y profundidad de las respuestas: vacuna de Mosaico

Mosaico 356-07:

13 Cps ZTE+, I CD4 PTE+

8 regiones CD8+, 2 regiones CD4+

Numero de péptidos solapantes por regién: CD8:53121112CD4:11

8 respuestas de CDS8:
Mgl RAEWDRVHEVHAGPIAEGD
McsZ BASWDRLHPVHAGEPVAE:Q

3319 RAE-DRLEPVHRGPIP Gag 223
544 -AEWIRLEPYHAGPIA Gag 224
GI4Z -ADWDRLEFVHRSPVA zaz 24
23T --=WIRVEFVHAGENPEG Gag 278
G122 ----CRVEPVHASFIPFGD Gag o327

5. IVQRENNLLRAIEAQ(
57 IVQQQSNLLRAIEAQQ
4

Mz

F54  VVDRQSNIIRATEAL Env 343 séz
E7Z -VORONNLIRARISAQGH Env 349 383
ELl9. -VQUOSNLLKRIZAQC Env 3549 S63

ASQDVENWMTETLLV
ATQDVEKNWMTDTLLY

ASQEVENUMIETLLI Faa 205 223

AVEIHNFKRKGGIGGY
EVFIHNFEKRKGGIGE Y

AVFIENFKRKGSIGG 25l 394
-YVLIENFKREXGEIGGY Zsl  f45
¥:i:. PLVKLWYQLEKDFIA
Mol PLVKLWYQLEKEPIV
F73 FLVELW/QLIXEZIV Pyl T8 380
%13l TIPSTNNETPGIRYQ
¥os" TIPSINNETPGIRYQ
P74  TIPSINXETFZIRYG Pol 26 203
YEGIKVRQLCKLLRG
YAGIKVKQLCKLLRG
YPGIXVRGITKLLAG ol  42F 443

LIXHXERVYLSWVPARK 1>
_IXEERVYLAWVPARKSI -
~IXZERVIZSHVAEE

—-=~=-ERVY_SWVREKSI:

o
it

MM
£ 0
o

i "

[

2 respuestas de CD4:
M2zl SLYNTVATLYCVHQR
= SLFNTVATLYCVHAZ

=54 SLYNTVATL Y TTHQR Gag 732 =

ANFDCKTILKALGPA
ANPDCKTILRALGPG

ANPDIKTIZRALG2G mae G ET
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Figura 22 (continuacion)

Mosaico 357-07:

29 <D& STE+, 4 D4 PTE+

14 regiones CD8+, 4 regiones CD4+

Numero de péptidos solapantes porregion: CD8: S2255211111111CD4:1111

14 respuestas de CD8:
Mcsl ECLIKMERVYLSWVEAE
¥232 EQLIKEERVYLAWVPAS
Bo54 ETLINRERVYLAWVE
F31¢ -XLISKDEVYILSWVRA
B212 - <LIKKERVYLEWVIAE
FLEG —mmmmm BV Y LAWY IG
Pi3  —-m-—- ERVYZ SV

Kl

£ W0 0wy
L7 B S P -

o2
D T Oy O

IVOQONNLLEAIEAQS
2 IVQQQSNLLRAIEAQS

34 TUOQLSNIIRAIZAS Trv 54
70 -VRQQNNIIRATIAZE Erv 54

nan
oy Wy
a1

! TOEVKNWMIDTL Gac 3c7 32l
355  ~====~-KNEMIDTLLVEMNANZ Gag 24 -5

ASNYRAMASDENLPPVVEK
SENVIRAMASEFNLPP I VAK
HSNWRAMASDENL
-3NWRAMRSEENL
--NWRTHASDENL
-=-=-=-RTMASDFNL
—---KAMRSDFNZ

[

mmmmm <

— o afe b3 T fe

R N T R T 7
AT

tad

Gag o]
a7 210
RIWDELEEYHAEPIA Gay 21
T ~-WDRVEEVELZZNPES Gazy 21z
3002 ===CRVEEVHAGFIPERS =33 213 2
AVFIHNFKRKGGIGGY
EVFIHNFEKRKGGIGEY
BRVEIEXTKREGZIGN Fal 244 'k
Pil &t ble
¥:2. PLDEGFREYTAFTIF
¥.<Z PLDEDFREKYTAFTIF
PI42 FPLDESTREYTIATTI: Fal 274 243
¥:s. TRILEPFRAKNPEIV
¥:sl TEKILEPFREGNPDIV
F3%4 THILE=FRAQNZELYV Fzl e 3134
ICEEMEKEGKITKIG
ICTEMEREGKIZKIG
IVTEMEKE =325 73 Fa2l =52 el
VELWYQLERDPIAGY
VELWYQLEKEPIVGE
VALY JLEVDFIVIA Bl s 392
GDIIGDIRQRHCNIS
GDIIGDIRQAHCNLS
FDIZEIIRQAHINES Erv A0 EED|
ICTTTVEWNASWSNK
ICTTAVPWNTSWSNE
ITTTTVTHNASWINR Env [ <.
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Figura 27
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