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DESCRIPCION

Métodos y composiciones para inducir una respuesta inmunitaria mediante construcciones con elementos
conservados

Antecedentes de la invencion

La diversidad de secuencias y la inmunodominancia son obstaculos importantes en el disefio de una vacuna eficaz
contra el VIH. Se busca una vacuna que pueda inducir respuestas inmunitarias especificas de clados cruzados. Un
enfoque para lograr respuestas inmunitarias sélidas entre clados es el uso de vacunas con elementos conservados
(CE, del inglés conserved element) (véanse, por ejemplo, los documentos WO 2012/062873 y WO 2013/131099) que
pueden servir como una vacuna "universal" porque es capaz de inducir respuestas inmunitarias a la mayoria o a todas
las cepas circulantes de un virus. Ademas, se determiné que se obtuvieron mejores respuestas inmunitarias a las
regiones altamente conservadas utilizando una pauta de vacuna primaria y de refuerzo que incluia primovacunacion
con CE seguido de refuerzo con un vector que expresaba el inmundgeno de longitud completa. Este método condujo
a la induccién de respuestas inmunitarias con amplitud alterada y respuestas citotoxicas muy mejoradas (véanse, por
ejemplo, Kulkarni, et al., PLoS One;9:e86254, 2014; Kulkarni, et al., PLos One 9:e111085, 2014, la publicacién de
solicitud de patente de Estados Unidos N.° 20150056237, y los documentos WO 2012/062873 y WO 2013/131099).
La presente invencion aborda la necesidad de un protocolo mejorado para inducir una respuesta inmunitaria usando
una vacuna con elementos conservados y un antigeno sustancialmente de longitud completa. Ademas, la invencion
proporciona una composicion inmunégena de elementos conservados de Env del VIH sorprendentemente eficaz que
genera una respuesta inmunitaria sélida a las regiones conservadas de las proteinas Env del VIH.

Breve sumario de algunas realizaciones de la divulgacion

En un aspecto, la presente divulgacién proporciona una mejora de los métodos para inducir una respuesta inmunitaria
mediante una composicién inmunoégena con CE de acido nucleico, que comprende uno 0 mas acidos nucleicos que
codifican uno o mas polipéptidos con CE, donde el método comprende administrar una o0 mas construcciones de acido
nucleico con CE a un paciente como primovacunacion, seguido de la administraciéon conjunta del inmunégeno(s) de
acido nucleico con CE con una composicién inmundgena que comprende una construccion de acido nucleico que
codifica una forma sustancialmente completa del antigeno del que proceden los CE. El refuerzo mediante la
administracién conjunta de la(s) composicion(es) inmunégena(s) con CE y antigeno de longitud completa, o
sustancialmente de longitud completa, mejora las respuestas inmunitarias, por ejemplo, mediante la mejora aln mas
de los niveles de linfocitos T citotoxicos, lo que centra la respuesta inmunitaria en los epitopos altamente conservados,
en comparacion con el refuerzo sélo con antigeno de longitud completa.

Por lo tanto, la divulgaciéon proporciona una pauta de inmunizacién primaria y de refuerzo mejorada que emplea
inmunégenos con CE en combinaciéon con inmunégenos de longitud completa que da como resultado una amplitud
superior, magnitud y calidad de las respuestas inmunitarias. Esto se logra con una primera administraciéon de
composiciones inmundgenas con CE que centran las respuestas inmunitarias en epitopos altamente conservados del
virus 0 un inmundgeno de interés. La etapa de refuerzo se logra mediante la administraciéon conjunta de una vacuna
que expresa CE junto con una molécula de longitud completa. Aunque este método puede resultar atil para inducir
respuestas inmunitarias a un antigeno del VIH, tal como Gag o Env, el método no se limita al VIH, sino que se puede
emplear para mejorar la induccién de respuestas inmunitarias a cualquier epitopo subdominante (celular o humoral)
para aumentar la amplitud, magnitud y calidad de las respuestas inmunitarias.

En un aspecto adicional, la presente divulgacion proporciona composiciones de vacunas con elementos conservados
(CE) inmunégenas y métodos para utilizar dichas composiciones para inducir una respuesta inmunitaria frente a los
polipéptidos de la envoltura del VIH. Una composicién inmunédgena de la divulgacion puede inducir respuestas
inmunitarias a la mayoria o a todas las cepas circulantes de VIH. Esta divulgacién incluye una descripcion de 12
regiones de la envoltura del VIH, que estan altamente conservadas en todo el universo conocido de secuencias del
grupo M del VIH. La divulgacién proporciona polipéptidos con CE que comprenden multiples CE de las regiones
conservadas del VIH. En aspectos habituales, se administran dos polipéptidos con CE que se diferencian entre si en
sélo unos pocos aminoacidos para provocar una respuesta inmunitaria en la mayoria de las cepas del VIH.

En algunos aspectos, una composiciéon inmundgena de la divulgacion comprende multiples secuencias de CE,
teniendo cada una una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a 23. En aspectos ilustrativos, las regiones de
elementos conservados empleadas en los inmunégenos tienen 11, 14, 21, 15, 23, 21, 13, 12, 14, 43, 20 y 13
aminoacidos de longitud. En aspectos habituales, cada segmento de CE del inmunégeno esta separado por
enlazadores que facilitan el procesamiento de la proteina.

En algunos aspectos, una composiciéon inmundégena de la divulgacion comprende miultiples secuencias de CE que
incluyen CE de cada una de las regiones conservadas de Env del VIH, donde cada CE tiene una secuencia que se
muestra en la figura 24.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona composiciones inmundgenas que comprenden multiples elementos
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CE de Gag del VIH (por ejemplo, la figura 23 o los elementos CE de Gag enumerados en la tabla 2) y métodos de uso
de dichas composiciones inmunégenas para inducir una respuesta inmunitaria a Gag. Las composiciones
inmunégenas con elementos CE de Gag del VIH se pueden administrar con composiciones inmunégenas de Env del
VIH como se describe en el presente documento. En dichas realizaciones, las construcciones con CE (construcciones
con CE de Gag y Env del VIH) pueden administrarse de forma simultanea o secuencial.

En algunas realizaciones, un polipéptido inmunégeno que comprende elementos conservados de Env comprende
ademas secuencias de la regién variable, por ejemplo, una secuencia de la regién variable V1V2.

Los inmundgenos con elementos conservados normalmente se administran como vacunas de acido nucleico en las
que se administra a un sujeto ADN que comprende una 0 mas secuencias polinucleotidicas que codifican uno o mas
polipéptidos que comprenden los CE.

En algunos casos, los vectores de ADN se genomanipulan para expresar Gnicamente inmundgenos con CE
(polipéptidos con elementos conservados que comprenden mudltiples elementos conservados, tales como Env-CE1 y
Env-CE2 como se muestra en la figura 10 y como se describe con mas detalle en el presente documento), para
expresar proteinas Env-CE secretadas que tienen el péptido sefial aminoterminal de Env o un péptido sefal
aminoterminal de GM-CSF, para expresar el polipéptido(s) con CE como una fusion central con la quimiocina proteina
3 quimiotactica para monocitos (MCP3) para estabilizar la expresién de proteinas y mejorar la secreciéon de las
proteinas, expresar el polipéptido(s) con CE como una fusion con la proteina 1 de membrana asociada a lisosomas
(LAMP-1) para dirigir las proteinas al compartimento lisosdmico, incluido el acceso a la via del MHC de clase 11, o para
dirigir la proteina a la via de degradacion utilizando una secuencia tal como una sefial de degradacién de B-catenina.

Realizaciones ilustrativas de la invencién y aspectos de la divulgacion incluyen, pero sin limitacion, lo siguiente: La
presente invencién proporciona al menos una construccién de acido nucleico que codifica un primer polipéptido con
elementos conservados, una segunda construccidén de acido nucleico que codifica un segundo polipéptido con
elementos conservados y una construccion de acido nucleico que codifica una proteina de interés de longitud completa
o sustancialmente de longitud completa, para su uso en un método para inducir una respuesta inmunitaria a la proteina
de interés, en donde la proteina sustancialmente de longitud completa es una regioén de la proteina que incluye todos
los elementos conservados, y el método comprende:

provocar una respuesta inmunitaria a la proteina de interés, en donde la provocacion comprende administrar;

la al menos una construccion de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, en
donde los elementos conservados provienen de la proteina de interés y el polipéptido comprende al menos tres
elementos conservados, cada uno de 8 a 50 aminodcidos de longitud donde los elementos conservados estan
unidos mediante enlaces de origen no natural; y

la construccidn de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados que comprende
al menos una variante de un elemento conservado contenido en el primer polipéptido con elementos conservados,
en donde la variante en el segundo polipéptido difiere del primer polipéptido en 1, 2, 3, 4 0 5 aminoacidos, con la
condicién de que una construccion de acido nucleico que codifica la proteina de longitud completa, o una regién
sustancialmente de longitud completa de la misma, no se administra en la etapa de primovacunacion; y

reforzar la respuesta inmunitaria a la proteina de interés, en donde el refuerzo comprende administrar
conjuntamente (i) la construccion de acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa, o la
proteina de interés sustancialmente de longitud completa, y (ii) la construccion de acido nucleico que codifica el
primer polipéptido con elementos conservados y la construccion de acido nucleico que codifica el segundo
polipéptido con elementos conservados.

En algunas realizaciones, la etapa de refuerzo comprende administrar el acido nucleico de (i) y el acido nucleico de
(i) al mismo tiempo.

En algunas realizaciones, las construcciones de acido nucleico se administran por via intramuscular mediante
electroporacion in vivo.

En algunas realizaciones, la primera y segunda construccion de acido nucleico con elementos conservados se
administran de manera secuencial.

En algunas realizaciones, la primera y segunda construccion de acido nucleico con elementos conservados se
administran de manera simultanea.

En algunas realizaciones, la proteina de interés es Gag del VIH-1 y los elementos conservados son de p24gag del
VIH-1.

En algunas realizaciones, un polipéptido con elementos conservados comprende al menos 7 elementos conservados
de diferentes regiones de p24gag; y cada uno de los elementos conservados tiene una secuencia de elemento
conservado que se muestra en la tabla 2.
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En algunas realizaciones, un polipéptido con elementos conservados comprende elementos conservados, cada uno
de los cuales tiene una secuencia establecida en las SEQ ID NO: 26, 27, 28, 29, 30, 31 y 32; y un segundo polipéptido
con elementos conservados comprende elementos conservados, cada uno de los cuales tiene una secuencia
establecida en las SEQ ID NO: 33, 34, 35, 36, 37, 38 y 39.

En algunas realizaciones, un polipéptido con elementos conservados de Gag comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 40 y el segundo polipéptido con elementos conservados de Gag comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 41.

En algunas realizaciones, los polipéptidos con elementos conservados codificados por la primera y segunda
construccion de acido nucleico con elementos conservados de Gag se fusionan cada uno a un péptido sefial de GM-
CSF.

En algunas realizaciones, la proteina de interés es una secuencia de Env del VIH-1.

En algunas realizaciones, un polipéptido con elementos conservados comprende al menos 12 elementos conservados
de diferentes regiones conservadas de Env del grupo M del VIH-1 y cada uno de los elementos conservados tiene una
secuencia de elemento conservado que se muestra en la tabla 1.

En algunas realizaciones, un polipéptido con elementos conservados comprende elementos conservados, cada uno
de los cuales tiene una secuencia establecida en las SEQID NO: 1,2,4,6, 8,10, 12, 14, 16,18, 20y 22; y un segundo
polipéptido con elementos conservados comprende elementos conservados, cada uno de los cuales tiene una
secuencia establecida en las SEQ IDNO: 1, 3,5,7,9,11,13,15,17,19, 21y 23.

En algunas realizaciones, un polipéptido con elementos conservados de Env comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 24 y el segundo polipéptido con elementos conservados de Env comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 25.

En algunas realizaciones, los polipéptidos con elementos conservados codificados por la primera y segunda
construccion de acido nucleico con elementos conservados de Env se fusionan cada uno a un péptido sefial de GM-
CSF.

En algunas realizaciones, la primera y segunda construccion de acido nucleico con elementos conservados de acido
nucleico estan contenidas en el mismo vector.

En algunas realizaciones, la primera y segunda construccion de acido nucleico estan contenidas en diferentes
vectores.

En algunas realizaciones, el refuerzo se realiza al menos dos semanas después de la etapa de primovacunacion.

En algunas realizaciones, la etapa de primovacunacién comprende dos administraciones de uno o mas polipéptidos
con elementos conservados, cada una separada por al menos 2 semanas; y la etapa de refuerzo comprende dos
administraciones conjuntas, cada una separada por al menos 2 semanas.

La invencién también proporciona un vector de expresidén que codifica CE que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica la SEQ ID NO: 40 fusionada en el extremo N a un péptido sefial de GM-CSF humano y una
secuencia de acido nucleico que codifica la SEQ ID NO: 41 fusionada en el extremo N de un péptido sefial de GM-
CSF humano, y un vector de expresion que codifica p55Gag del VIH-1 de longitud completa, o Gag de longitud
sustancialmente completa, para su uso en un método para inducir una respuesta inmunitaria a Gag del VIH en un
paciente, comprendiendo el método: provocar una respuesta inmunitaria a Gag del VIH, en donde la provocacion
comprende administrar al paciente el vector de expresion que codifica CE que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica la SEQ ID NO: 40 fusionada en el extremo N a un péptido sefial de GM-CSF humano y una
secuencia de acido nucleico que codifica la SEQ ID NO: 41 fusionada en el extremo N a un péptido sefial de GM-CSF
humano; y reforzar una respuesta inmunitaria a Gag del VIH, en donde el refuerzo comprende administrar
conjuntamente el vector de expresién que codifica CE con el vector de expresidn que codifica p55Gag del VIH-1 de
longitud completa, o Gag de longitud sustancialmente completa.

En algunas realizaciones, la etapa de refuerzo se realiza aproximadamente dos meses después de la etapa de
primovacunacion.

En algunas realizaciones, el método comprende dos etapas de primovacunacién, cada una separada por
aproximadamente dos meses; y dos etapas de refuerzo, cada una separada por aproximadamente dos meses. En
algunas realizaciones, las etapas de primovacunacion estan separadas por al menos un mes y/o las etapas de refuerzo
estan separadas por al menos un mes. En algunas realizaciones, las etapas de primovacunacion estan separadas por
aproximadamente tres meses y/o las etapas de refuerzo estan separadas por aproximadamente tres meses.
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La divulgacién también proporciona un método para inducir una respuesta inmunitaria a una proteina de interés, en
donde la proteina de interés es Gag del VIH o Env del VIH, comprendiendo el método: provocar una respuesta
inmunitaria a la proteina de interés, en donde la provocacion comprende administrar al menos una construccion de
acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados, en donde los elementos conservados
provienen de la proteina de interés y el polipéptido comprende al menos tres elementos conservados, cada uno de 8
a 50 aminoacidos de longitud donde los elementos conservados estan unidos mediante enlazadores de origen no
natural, con la condicién de que una construccion de acido nucleico que codifica la proteina de longitud completa, o
una region sustancialmente de longitud completa de la misma, no se administra en la etapa de primovacunacion;
reforzar la respuesta inmunitaria a la proteina de interés, en donde el refuerzo comprende administrar conjuntamente
(i) una construccién de acido nucleico que codifica la proteina de longitud completa, o la proteina sustancialmente de
longitud completa, y (ii) la construccidn de acido nucleico que codifica el polipéptido con elementos conservados.

En algunos casos, la etapa de refuerzo puede comprender administrar el acido nucleico de (i) y el acido nucleico de
(i) al mismo tiempo.

En algunos casos, las construcciones de acido nucleico pueden administrarse por via intramuscular mediante
electroporacion in vivo.

En algunos casos, las etapas de primovacunacion y refuerzo pueden comprender ademas administrar una segunda
construccidon de acido nucleico con elementos conservados que codifica un segundo polipéptido con elementos
conservados que comprende al menos una variante de un elemento conservado contenido en el primer polipéptido
con elementos conservados, en donde la variante en el segundo polipéptido difiere de la variante en el primer
polipéptido en 1, 2, 3, 4 0 5 amino4cidos.

En algunos casos, la primera y segunda construccion de acido nucleico con elementos conservados se pueden
administrar de manera secuencial.

En algunos casos, la primera y segunda construccion de acido nucleico con elementos conservados se pueden
administrar de manera simultanea.

En algunos casos, la primera y segunda construccion de acido nucleico con elementos conservados de acido nucleico
pueden estar contenidas en el mismo vector.

En algunos casos, la primera y segunda construccion de acido nucleico pueden estar contenidas en diferentes
vectores.

En algunos casos, el refuerzo se puede realizar al menos dos semanas después de la etapa de primovacunacion.

En algunos casos, la etapa de primovacunacion puede comprender dos administraciones de uno o mas polipéptidos
con elementos conservados, cada una separada por al menos 2 semanas; y la etapa de refuerzo comprende dos
administraciones conjuntas, cada una separada por al menos 2 semanas.

La invencién también proporciona un vector de expresidén que codifica CE que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica p24GagCE1 como se establece en la tabla 2 fusionada en el extremo N a un péptido sefial de
GM-CSF humano y una secuencia de acido nucleico que codifica p24GagCE2 como se establece en la tabla 2
fusionada en el extremo N a un péptido sefial de GM-CSF humano, y un vector de expresion que codifica p55gag del
VIH-1 de longitud completa, o p55gag del VIH-1 de longitud sustancialmente completa, para uso en el método de la
invencion anterior para inducir una respuesta inmunitaria a Gag del VIH en un sujeto, en donde el método comprende
provocar una respuesta inmunitaria a Gag del VIH, en donde la provocacion comprende administrar al paciente la
expresion que codifica CE; en donde al sujeto no se le administra conjuntamente o no se le ha administrado
previamente una construccion de acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido Gag del VIH de longitud
completa o sustancialmente de longitud completa; y reforzar una respuesta inmunitaria a Gag del VIH, en donde el
refuerzo comprende administrar conjuntamente el vector de expresion que codifica CE con el vector de expresién que
codifica p55gag del VIH-1 de longitud completa, o0 p55gag del VIH-1 de longitud sustancialmente completa.

En algunas realizaciones, la etapa de refuerzo se realiza aproximadamente dos meses después de la etapa de
primovacunacion.

En algunas realizaciones, el método comprende dos etapas de primovacunacion, cada una separada por
aproximadamente dos meses; y dos etapas de refuerzo, cada una separada por aproximadamente dos meses. En
algunas realizaciones, las etapas de primovacunacidn estan separadas por al menos un mes y/o las etapas de refuerzo
estan separadas por al menos un mes. En algunas realizaciones, las etapas de primovacunacién estan separadas por
aproximadamente tres meses y/o las etapas de refuerzo estan separadas por aproximadamente tres meses.

Un polipéptido con elementos conservados de Env del VIH de la divulgacion puede comprender al menos cinco
elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
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NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID
NO: 22; y los elementos conservados estan separados por enlazadores de 1 a 5 aminoacidos de longitud.

En algunos casos, el polipéptido con elementos conservados de Env del VIH de la divulgaciéon puede comprender al
menos seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20y SEQ ID NO: 22

Un polipéptido con elementos conservados de Env del VIH de la divulgaciéon puede comprender los elementos
conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22.

En algunos casos, el polipéptido con elementos conservados de Env del VIH puede comprender ademas una
secuencia de la regidn variable V1V2.

En algunos casos, el polipéptido con elementos conservados de Env del VIH puede comprender la SEQ ID NO: 24.

La divulgacién proporciona adicionalmente un acido nucleico que codifica un polipéptido inmunégeno con elementos
conservados de Envdel VIH, en donde el polipéptido con elementos conservados de Env del VIH comprende al menos
cinco elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ
ID NO: 23; y los elementos conservados estan separados por enlazadores de 1 a 5 aminoacidos de longitud.

En algunos casos, el polipéptido con elementos conservados de Env del VIH puede comprender al menos seis, siete,
ocho, nueve, diez u once elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5,
SEQID NO: 7, SEQID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ
ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el polipéptido con elementos conservados de Env del VIH puede comprender los elementos
conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el acido nucleico puede comprender ademas una secuencia de la regién variable V1V2.

En algunos casos, el polipéptido con elementos conservados de Env del VIH puede comprender la SEQ ID NO: 25. El
polipéptido con elementos conservados de Env del VIH puede comprender un péptido sefial.

En algunos casos, el péptido sefial puede ser el péptido sefial de GM-CSF.

La divulgacién también proporciona un polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH que
comprende al menos cinco elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22, en donde los elementos conservados estan separados por enlazadores de 1 a 5
aminoacidos de longitud.

En algunos casos, el polipéptido puede comprender al menos seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos
conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22

En algunos casos, el polipéptido puede comprender los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22.

En algunos casos, el polipéptido puede comprender ademas una secuencia de la region variable V1V2.
En algunos casos, el polipéptido puede comprender la SEQ ID NO: 24.

La divulgacién también proporciona un polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH que
comprende al menos cinco elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:
5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23; en donde los elementos conservados estan separados por enlazadores de 1 a 5
aminoacidos de longitud.

En algunos casos, el polipéptido puede comprender al menos seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos
conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ
ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.
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En algunos casos, el polipéptido puede comprender los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ
ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el polipéptido puede comprender ademas una secuencia de la region variable V1V2.
En algunos casos, el polipéptido puede comprender la SEQ ID NO: 25.

La divulgacion también proporciona una composicidon que comprende: un primer acido nucleico que codifica un primer
polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH que comprende al menos cinco elementos
conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22, en
donde los elementos conservados estan separados por enlazadores de 1 a 5 aminodacidos de longitud; y un segundo
acido nucleico que codifica un segundo polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH
comprende al menos cinco elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:
5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23, en donde los elementos conservados estan separados por enlazadores de 1 a 5
aminoacidos de longitud.

En algunos casos, el primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
al menos seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:
16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22; y el segundo polipéptido inmundgeno con elementos
conservados de Envdel VIH puede comprender al menos seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos conservados
seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11,
SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22.

En algunos casos, el segundo polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22; y el
segundo polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender los elementos
conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el primer polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH o el segundo
polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH; o tanto el primer polipéptido inmunoégeno con
elementos conservados de Env del VIH como el segundo polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env
del VIH pueden comprender ademas una secuencia de la regién variable V1V2.

En algunos casos, el primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24 y el segundo polipéptido inmunogeno con elementos conservados de
Env del VIH puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25.

En algunos casos, el primer acido nucleico y el segundo acido nucleico pueden estar contenidos en vectores de
expresion separados.

En algunos casos, el primer acido nucleico y el segundo acido nucleico pueden estar contenidos en el mismo vector
de expresion.

La divulgacion también proporciona una composicion que comprende: un primer polipéptido inmundgeno con
elementos conservados de Env del VIH que comprende al menos cinco elementos conservados seleccionados de las
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22, en donde los elementos conservados
estan separados por enlazadores de 1 a 5 aminoacidos de longitud; y un segundo polipéptido inmunégeno con
elementos conservados de Env del VIH comprende al menos cinco elementos conservados seleccionados de las SEQ
IDNO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23, en donde los elementos conservados estan
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separados por enlazadores de 1 a 5 aminoacidos de longitud.

En algunos casos, el primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
al menos seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:
16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22; y el segundo polipéptido inmundgeno con elementos
conservados de Envdel VIH puede comprender al menos seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos conservados
seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11,
SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22.

En algunos casos, el segundo polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22; y el
segundo polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender los elementos
conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el primer polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH o el segundo
polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH; o tanto el primer polipéptido inmunoégeno con
elementos conservados de Env del VIH como el segundo polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env
del VIH pueden comprender ademas una secuencia de la regién variable V1V2.

En algunos casos, el primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24 y el segundo polipéptido inmunégeno con elementos conservados de
Env del VIH comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25.

La divulgacion proporciona ademas un método para inducir una respuesta inmunitaria a Env del VIH, comprendiendo
el método administrar un acido nucleico como se divulga anteriormente a un sujeto o un polipéptido con elementos
conservados de Env del VIH como se divulga anteriormente a un sujeto; o administrar una composiciéon como se
divulga anteriormente.

La divulgacion también proporciona un método para inducir una respuesta inmunitaria a Env del VIH, comprendiendo
el método administrar: un primer acido nucleico que codifica un primer polipéptido inmunégeno con elementos
conservados de Env del VIH que comprende al menos cinco elementos conservados seleccionados de las SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22, en donde los elementos conservados estan
separados por enlazadores de 1 a 5 aminoacidos de longitud; y un segundo acido nucleico que codifica un segundo
polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH comprende al menos cinco elementos
conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ
ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23, en
donde los elementos conservados estan separados por enlazadores de 1 a 5 aminodcidos de longitud.

En algunos casos, el primer polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH comprende al menos
seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22; y el segundo polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env
del VIH comprende al menos seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos conservados seleccionados de las SEQ
IDNO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22.

En algunos casos, el segundo polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2959 642 T3

En algunos casos, el primer polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH comprende los
elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22; y el segundo
polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH comprende los elementos conservados de SEQ
IDNO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH o el segundo
polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH; o tanto el primer polipéptido inmunégeno con
elementos conservados de Env del VIH como el segundo polipéptido inmunoégeno con elementos conservados de Env
del VIH comprenden ademas una secuencia de la regioén variable V1V2.

En algunos casos, el primer polipéptido inmundégeno con elementos conservados de Env del VIH comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24 y el segundo polipéptido inmundgeno con elementos conservados de
Env del VIH comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25.

En algunos casos, el primer acido nucleico y el segundo acido nucleico pueden estar contenidos en vectores de
expresion separados.

En algunos casos, el primer acido nucleico y el segundo acido nucleico pueden estar contenidos en el mismo vector
de expresion.

En algunos casos, el primer y el segundo acidos nucleicos pueden administrarse de manera secuencial.
En algunos casos, el primer y segundo acidos nucleicos pueden administrarse de manera simultanea.

En algunos casos, un acido nucleico que codifica un polipéptido de Env de longitud completa, o un polipéptido de Env
de longitud sustancialmente completa, se administra después del primer y segundo acido nucleico que codifica el
primer y segundo polipéptidos con elementos conservados del VIH; o un polipéptido de Env de longitud completa, o
polipéptido de Env sustancialmente de longitud completa, se administra después del primer y segundo acido nucleico
que codifica el primer y segundo polipéptidos con elementos conservados del VIH.

En algunos casos, las construcciones de acido nucleico pueden administrarse por via intramuscular mediante
electroporacion in vivo.

La divulgacion también proporciona un método para inducir una respuesta inmunitaria a Env del VIH, comprendiendo
el método administrar; un primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH que comprende
al menos cinco elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO:
20 y SEQ ID NO: 22, en donde los elementos conservados estan separados por enlazadores de 1 a 5 aminoacidos de
longitud; y un segundo polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH comprende al menos cinco
elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID
NO: 23, en donde los elementos conservados estan separados por enlazadores de 1 a 5 aminodacidos de longitud.

En algunos casos, el primer polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH comprende al menos
seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22; y el segundo polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env
del VIH comprende al menos seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos conservados seleccionados de las SEQ
IDNO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22.

En algunos casos, el segundo polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH puede comprender
los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el primer polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH comprende los
elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22; y el segundo
polipéptido inmunogeno con elementos conservados de Env del VIH comprende los elementos conservados de SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
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15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En algunos casos, el primer polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH o el segundo
polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH; o tanto el primer polipéptido inmunoégeno con
elementos conservados de Env del VIH como el segundo polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env
del VIH comprenden ademas una secuencia de la region variable V1V2.

En algunos casos, el primer polipéptido inmunégeno con elementos conservados de Env del VIH comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24 y el segundo polipéptido inmunégeno con elementos conservados de
Env del VIH comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25.

En algunos casos, el primer y el segundo polipéptidos inmundgenos con elementos conservados de Env del VIH
pueden administrarse de manera secuencial.

En algunos casos, el primer y el segundo polipéptidos inmundgenos con elementos conservados de Env del VIH
pueden administrarse de manera simultanea.

En algunos casos, un polipéptido de Env de longitud completa, o un polipéptido de Env de longitud sustancialmente
completa, se administra después del primer y segundo polipéptidos con elementos conservados del VIH; o un
polipéptido de Env de longitud completa, o polipéptido de Env sustancialmente de longitud completa, se administra
después del primery segundo acido nucleico que codifica el primery segundo polipéptidos con elementos conservados
del VIH.

La divulgacion también proporciona un polipéptido con CE de Gag del VIH que comprende: (a) SEQ ID NO: 27, SEQ
ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 y/o SEQ ID NO: 37; o (b) SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO:
30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36 y/o SEQ ID NO: 38. La divulgacion también proporciona una
construccion de acido nucleico que codifica el polipéptido con CE de Gag del VIH.

La divulgacion proporciona ademas el polipéptido con CE de Gag del VIH que comprende: P24CES8-1, p24CE9-1,
p24CE3-1, p24CE10-1, p24CE5-1, p24CE11-1, p24CEB-1, p24CE12-1, p24CE13-1 como se muestra en la figura 23;
0 P24CE8-1, p24CE9-2, p24CE3-2, p24CE10-21, p24CE5-2, p24CE11-2, p24CES6-2, p24CE12-2, p24CE13-2 como
se muestra en la figura 23. La divulgacion también proporciona una construccion de acido nucleico que codifica el
polipéptido con CE de Gag del VIH.

En algunos casos, el método para inducir una respuesta inmunitaria a Env del VIH divulgado anteriormente comprende
ademas administrar una composicion inmundgena para inducir una respuesta inmunitaria a Gag del VIH, en donde la
composicién inmundgena es un polipéptido con CE de Gag del VIH que comprende p24 CE1, CE2, CE3, CE4, CE5,
CE6 y CE7 como se muestra en la figura 23; o un polipéptido con CE de Gag del VIH divulgado anteriormente. El
polipéptido con CE de Gag del VIH se puede administrar como un acido nucleico.

En algunos casos, el método para inducir una respuesta inmunitaria a Env del VIH divulgado anteriormente comprende
ademas administrar una composicién inmundgena para inducir una respuesta inmunitaria a Gag del VIH, en donde el
método comprende administrar un polipéptido con CE de Gag del VIH que comprende P24CE8-1, p24CE9-1, p24CE3-
1, p24CE10-1, p24CE5-1, p24CE11-1, p24CE6-1, p24CE12-1, p24CE13-1 como se muestra en la figura 23, y
P24CE8-1, p24CE9-2, p24CE3-2, p24CE10-21, p24CES5-2, p24CE11-2, p24CEB-2, p24CE12-2, p24CE13-2 como se
muestra en la figura 23. El polipéptido con CE de Gag del VIH puede administrarse como un acido nucleico

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Procedencia de p27 CE del VIS y conservacién relativa a cepas de VIH-1 y VIS de mdltiples especies.
Todas las secuencias se compararon con p24CE1 del VIH-1, con un "." indicando homologia. Las posiciones de
alternancia que distinguen p27CE1 y p27CE2 del VIS se muestran en rojo. Las diferencias de aminoacidos que
distinguian los CE del VIS y del VIH-1, pero que se conservaban en otras cepas del VIS, se muestran en color azul
claro. Se siguidé un protocolo que incluia solo un sitio de alternancia por CE, excepto para el CE4, en donde se
sustituyeron 2 aminoacidos adicionales ya que esas variantes de aminoacidos siempre se encontraban juntas en
la base de datos. No se incluyé ningin aminoacido alternado para p27 CE1, CE6 o CE7 del VIS debido a la
conservacion extrema observada en esos segmentos entre las secuencias del VIS disponibles. Las secuencias se
alinearon segun el consenso de las obtenidas de la base de datos del VIH de Los Alamos. Los espacios en blanco
indican que las secuencias correspondientes a la region CE estaban disponibles. Se muestran dos secuencias
representativas: VISmac (especie de origen: macaco), N =495; VISsmm (mangabey gris), N=272. Se
consideraron secuencias adicionales para la definicién de CE, incluidas VISver (mono vervet), N = 3; VISIst (mono
I'Hoest), N = 4; VISmnd (mandril), N = 3; VISgsn (mono de nariz blanca), N = 2; VISdrl (dril), N = 2; VISden (mono
de Dent); N = 1; VISmus (bigotudo), N = 1; VISmon (mona), N = 1; VISdeb (mono de Brazza), N = 2; VISsyk (mono
de cuello blanco), N = 1; VIStal (talapoin), N = 2; VISsun (de Gaboén), N=1.

Figura 2: Respuestas de los linfocitos T especificos de CE en macacos vacunados con ADNp de p27CE. Los
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animales (N = 14) se vacunaron con una mezcla de ADNp de p27CE1 y p27CE2. Las respuestas de los linfocitos
T especificos de CE se midieron mediante citometria de flujo intracelular en sangre 2 semanas después de la
segunda vacunacion. Las PBMC se estimularon con un conjunto de péptidos que abarcaban los CE (15 unidades
superpuestas por 11 AA y 10 unidades superpuestas por 9 AA). Los macacos T129 a T152 también se vacunaron
con la vacuna de ADNp con CE de Env del VIH al mismo tiempo que se administré la vacuna de ADNp con CE de
gag. No se encontraron diferencias en las respuestas celulares inducidas en comparacién con los animales (L9386
a R684) que solo recibieron la vacuna de ADNp con CE de gag, lo que demuestra la falta de interferencia de las
respuestas inmunitarias inducidas por CE de gag y env.

Figura 3: Evaluacion de dos regimenes de vacunacion primaria y de refuerzo en macacos. Todos los animales
recibieron vacunacioén primaria con vacuna de ADN de elementos conservados (CE). Se reforzaron los animales
con ADN que expresaba el ADN de gag de longitud completa 0 mediante la administracion conjunta de ADN de
CE y de gag.

Figura 4; Las respuestas de los linfocitos T provocadas con ADN de CE se refuerzan con una Gnica vacunacion
con ADN p57gag. Después de recibir la primera vacunacién con ADNp de p27CE, los animales recibieron una
vacunacion de refuerzo heteréloga con el ADNp de p57gag de longitud completa. Las respuestas de los linfocitos
T especificos de CE se midieron mediante citometria de flujo intracelular en sangre 2 semanas después de la
primovacunacion, 2 meses después (dia de la vacunacion de refuerzo) y 2 semanas después. Las PBMC se
estimularon con un conjunto de péptidos que abarcaban los CE (15 unidades superpuestas por 11 AA y 10
unidades superpuestas por 9 AA). Se muestra el aumento de linfocitos T IFN-y+ especificos de CE totales tras el
refuerzo.

Figura 5. Aumento de las respuestas de linfocitos T provocadas con CE mediante la administracion conjunta de
ADN de CE y de gag como vacunacion de refuerzo. El % de linfocitos T IFN-y+ especificos de CE se midié mediante
citometria de flujo después de la primera y segunda vacunacién de refuerzo de administraciéon conjunta. Las
respuestas especificas de CE se midieron mediante tincién con citocinas intracelular después de la estimulacién
de PBMC con un conjunto de péptidos especificos de CE que cubria los 7 CE (mezcla de 15 unidades superpuestas
por 11 AA y 10 unidades superpuestas por 9 AA). Se muestra el andlisis estadistico mediante la prueba de la t
para datos emparejados.

Figura 6: La primovacunacién con ADN de CE y la administracién conjunta de ADN de CE y de gag como refuerzo
induce respuestas mas amplias. Las respuestas especificas de CE totales se separaron usando subgrupos
especificos de grupos de péptidos (mezcla de péptidos de 15 y 10 unidades) para cada CE individual usando
PBMC de animales vacunados con ADN de CE (N = 14), animales que recibieron una refuerzo de ADN de gag (N
= 6) y animales que recibieron administracion conjunta de ADN de CE y de gag como refuerzo.

Figura 7. La administracion conjunta de ADN de CE y de gag como refuerzo aumenta los niveles de linfocitos T
citotoxicos especificos de CE. Se analiz6 el contenido de granzima B (GzmB) y la capacidad de desgranulacién
(CD107a) de los linfocitos T (subconjuntos CD4 y CD8) mediante citometria de flujo. Se muestra el analisis
estadistico de los linfocitos T GzmB+ CD107a+ IFN-y+ de los 2 regimenes de vacuna.

Figura 8: A. Esquema del plasmido p24GagCE. B. Esquema del plasmido p55gag.

En la figura 9 se proporciona un esquema de la localizacion de regiones conservadas dentro de Env del VIH y la
distribucién de elementos conservados de la invencién dentro de las regiones conservadas.

En la figura 10 se representan dos polipéptidos inmundgenos con CE de Env, Env-CE1 y Env-CE2 de acuerdo con
la invencion. Env-CE1 y Env CE2 abarcan 220 aminoacidos. Estdn muy relacionados y se diferencian en 24
aminoacidos. Las secuencias Env-CE1 y Env-CE2 tienen cada una 282 aminoacidos de longitud, incluidos
enlazadores que tienen cada uno una longitud de tres aminoacidos y un péptido sefial de 29 aminoacidos.

En la figura 11 se proporciona un protocolo ilustrativo para la vacunaciéon de macacos con ADN de Env-CE del
VIH. Las respuestas inmunitarias especificas de CE en sangre se evaluaron 2 semanas después de V2 (segunda
administracion de vacuna) y V3 (tercera administracién de vacuna) y después de un periodo de descanso de 3
meses.

En la figura 12 se proporcionan datos ilustrativos que muestran las respuestas de los linfocitos T de macacos
vacunados con ADN. Se incubaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC, el inglés peripheral blood
mononuclear cells) con un conjunto de péptidos que abarcaba los 12 elementos conservados. Se determind el
porcentaje de células CD4 y CD8 especificas de CE que producen IFN-y tras la estimulaciéon con péptidos. Los
resultados muestran la induccién de respuestas tanto de CD4 como de CD8, con un sesgo hacia las respuestas
de CDS8.

En la figura 13 se proporcionan datos ilustrativos de que la vacunacién con vacunas Env-CE induce respuestas de
linfocitos T de memoria. Las PBMC se incubaron con un conjunto de péptidos que abarca los 12 elementos
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conservados y se determin6 el % de linfocitos T de memoria central CD4 y CD8 productores de IFN-y especificos
de CE (MC; CD28*CD95") y de memoria efectora (ME; CD28-CD95") después de la estimulacion con péptidos.

En la figura 14 se proporcionan datos que ilustran que la vacunaciéon con ADN de Env-CE induce respuestas
especificas de CE con una fraccidn significativa de linfocitos T CD8* multifuncionales. Se incubaron PBMC con un
conjunto de péptidos que abarcaba los 12 CE y se determiné el % de linfocitos T CD4 y CD8 especificos de CE
productores de IFN-y que albergaban granzima B y que expresan CD107a después de la estimulacién con
péptidos.

En la figura 15 se muestran los resultados del mapeo de respuestas especificas de CE. Esto demostré el
reconocimiento de seis de los doce CE en cuatro animales. Se incubaron PBMC con grupos de péptidos
individuales que abarcaban los 12 CE y se determiné el % de células CD4 y CD8 especificas de CE que producian
IFN-y después de la estimulacion con péptidos. Cada animal reconocié 2 a 4 CE. CE6, CE1, CE10, CE12, CE13y
CE15 no mostraron respuestas celulares en estos animales en este experimento.

En la figura 16 se proporcionan datos que ilustran que la vacunacién de 9 macacos con ADN que expresa Env de
longitud completa no induce respuestas especificas de CE o lo hace de forma deficiente. Se observaron respuestas
especificas de Env en todos los animales (utilizando un conjunto de péptidos de la cepa BaL del clado B de Env
del VIH que abarca gp120) y se encontraron respuestas especificas de CE en aproximadamente un 55 % de los
vacunados. Las respuestas especificas de CE mostraron una amplitud estrecha (0 a 2 CE/animal) en comparacion
con la vacuna Env-CE del VIH (2 a 4 CE/animal; tasa de respuesta del 100 %).

En la figura 17 se ilustra un protocolo de vacunacién primaria y de refuerzo utilizando ADN de env-CE del VIH
como primovacunacion y ADN de env como refuerzo. El refuerzo fue una mezcla de ADN de env compuesta de
ADN de env de Bal y 6101 del clado B y 1086 del clado C que cubria las 24 secuencias de CE presentes en las
proteinas Env CE1 y CE2 del VIH. La molécula Env inalterada producida (gp145) carece del bucle
inmunodominante en la porcion extracelular de gp41. Se incluyd ADN de IL-12 de macaco en la mezcla de vacuna.
El ADN se administré6 mediante inyeccion intramuscular seguida de electroporacién in vivo.

En la figura 18 se proporcionan datos que ilustran que las respuestas provocadas por el ADN de env-CE (CE1y
CE2) se refuerzan tras la vacunacion con Env inalterada. Los resultados muestran que las respuestas especificas
de CE aumentaron significativamente con un primer refuerzo con ADN de env de gp145 y se aumentaron ain mas
con un 2° refuerzo. En cambio, la vacunacion con ADN de env s6lo indujo respuestas especificas de CE escasas
o nulas. La primovacunacién con ADN de env-CE seguido de un refuerzo con ADN que codifica Env inalterado es
una pauta eficaz para aumentar la amplitud y la magnitud de las respuestas especificas de Env, incluidas las
respuestas de linfocitos T de memoria y citotoxicos.

En la figura 19 se muestra una comparacion de las respuestas a CE individuales antes y después del refuerzo con
plasmidos de ADN que expresan Env inalterada. El analisis muestra que tras el refuerzo, 7 de los 12 segmentos
(58 %) de Env-CE del VIH son inmunégenos.

En la figura 20 se muestran datos que ilustran que una vacuna de ADN de env-CE indujo anticuerpos que pueden
reconocer Env de gp120 mediante ELISA (VIH-1 [IIB). En este experimento, se analizaron diluciones seriadas de
plasma de animales vacunados utilizando un ensayo ELISA de VIH-1 [lIB. Los resultados muestran que uno de 10s
animales (P574) desarroll6 una respuesta de unién de anticuerpos a gp120 después de la primovacunacion con
CE (22 semanas después de la tercera vacunacion, V3wk2). Se reforzaron las respuestas mediante cada una de
la cuarta y la quinta vacunas de ADN de env de longitud completa (cuarta y quinta vacunacion V4wk2, V5wk2).
Los animales L985, R288 y RO67 desarrollaron respuestas de anticuerpos ELISA solo después de la vacunacion
de refuerzo (42 y 52 vacunacion).

En la figura 13 se muestran los resultados de un analisis de inmunotransferencia Western de respuestas
inmunitarias humorales. Las proteinas de las células transfectadas con ADN de env-CE1 del VIH o ADN de env-
CE2 del VIH se separaron en geles desnaturalizantes y se transfirieron a membranas. Se incubaron tiras
individuales de membranas con plasma (diluciéon 1:100) de los macacos vacunados y se visualizaron utilizando la
metodologia de transferencia Western convencional. Los resultados muestran que los cuatro macacos
inmunizados con ADN env-CE del VIH desarrollaron respuestas de anticuerpos a los inmunégenos. Env-CE2 se
reconocié mejor, probablemente porque se cargaron de manera efectiva niveles mas elevados de esta proteina
porque la proteina es ligeramente mas estable que Env-CE1. Los anticuerpos que reconocen el inmunégeno con
CE estan reforzados en animales los L985, R288 y en menor medida en P574 y RO67.

En la figura 22 se proporcionan datos que ilustran que los anticuerpos inducidos por la vacuna Env-CE del VIH
reconocian proteinas Env del VIH inalteradas tanto del clado B como del clado C. La proteina gp145 de las células
transfectadas se separ6 en geles desnaturalizantes y se transfiri6 a membranas. Las membranas se incubaron
con plasma de macacos primovacunados con ADN de env-CE y reforzado con ADN de env inalterado. Las
proteinas de células transfectadas de manera simulada sirvieron como control negativo.
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En la figura 23 se muestran secuencias de p24CE de Gag del VIH. El término CE "inicial" en la figura 15 se refiere
a las secuencias de CE de Gagp24 del VIH descritas en la publicacion de solicitud de patente estadounidense
n.? 20150056237. En el presente documento se describen secuencias de CE "alternativas".

En la figura 24 se muestran secuencias adicionales de CE de Env del VIH.

En la figura 25 se muestra un polipéptido con CE de Env del VIH ilustrativo (Env-CE1_v1V2 Bal) que comprende
una secuencia V1V2.

Descripcién detallada de la invencién
Terminologia

Una "regién conservada", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una secuencia proteica que se
conserva en una proteina que tiene una gran diversidad de secuencias en la naturaleza, por ejemplo, una proteina
virica, tal como Env del VIH o Gag del VIH. Una "regién conservada" no necesita tener una identidad de secuencia del
100 % en toda la diversidad de secuencias de origen natural de la proteina, pero la variabilidad de la secuencia de
aminoacidos en las secuencias de origen natural de la regiéon conservada es baja, normalmente del 10 % 0 menos.
Un "elemento conservado", en el contexto de la presente divulgacion, es un segmento de una regién conservada que
tiene al menos 8 aminoacidos, 0 mas, de longitud. En algunos aspectos de la divulgacién, un "elemento conservado”
tiene mas de 8 aminoacidos de longitud, por ejemplo, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 0 45 0 mas aminoacidos de longitud.
Normalmente, un elemento conservado tiene menos de 50 aminoacidos de longitud. No es necesario que un "elemento
conservado" esté 100 % conservado en toda la diversidad de secuencias del VIH, por ejemplo, secuencias Gag del
VIH o secuencias Env del VIH. La variabilidad de la secuencia en la secuencia del elemento conservado de origen
natural es baja, sin embargo, normalmente del 10 % o0 menos.

En el contexto de la presente invencion, un "par de elementos conservados" en lo que se refiere a una composicion
inmundgena de elementos conservados, por ejemplo, elementos conservados de Gag del VIH o Env del VIH, se refiere
a dos versiones de una secuencia de elementos conservados que tienen cambios de aminoacidos entre si de modo
que las dos secuencias juntas cubren al menos un 90 % de las secuencias de origen natural. Por ejemplo, un "par de
elementos conservados" de Env del VIH se refiere a dos versiones de una secuencia de elementos conservados que
tienen cambios de aminoacidos entre si de modo que las dos secuencias juntas cubren al menos un 90 % de las
variantes de Env del VIH que se producen de forma natural y que pertenecen al grupo M del VIH-1.

Un elemento de "region variable", en el contexto de Env del VIH, es una secuencia de una regién variable de Env del
VIH, por ejemplo, la region V1V2, que también puede incluirse en un polipéptido inmundgeno con CE de Env del VIH
si el reconocimiento de esta regién se asocia con cargas viricas mas bajas en estudios publicados o si se sabe que
las sustituciones de aminoacidos en esa region disminuyen la capacidad de replicacién virica, o si el reconocimiento
de la regién se ha asociado con la eficacia de la vacuna, o si las sustituciones de aminoacidos en esa regién estan
asociadas con cambios en la estabilidad proteica prevista.

Una "vacuna de acido nucleico", como se utiliza en el presente documento, incluye tanto vacunas de ADN no marcado,
por ejemplo, vacuna plasmidica, como vacunas de acido nucleico basadas en vectores viricos que estan compuestas
por un vector virico y/o administradas como particulas viricas.

La expresion "acido nucleico" se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucle6tidos y polimeros de los mismos en forma
tanto monocatenaria como bicatenaria. La expresion abarca acidos nucleicos que contienen analogos de nucleétidos
conocidos o restos o enlaces modificados de la cadena principal, que son sintéticos, de origen natural y de origen no
natural, que tienen propiedades de unién similares a las del acido nucleico de referencia y que se metabolizan de
forma similar a los nucledtidos de referencia. A menos que se indique de otro modo, una secuencia particular de acido
nucleico también abarca implicitamente variantes modificadas conservativamente de la misma (por ejemplo,
sustituciones de codones degenerados) y secuencias complementarias, asi como la secuencia explicitamente
indicada. Las sustituciones de codones degenerados pueden lograrse mediante la generacion de secuencias en las
cuales la tercera posicion de uno 0 mas codones seleccionados (o todos) se sustituye con restos de base mixta y/o
de desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985);
Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)). La expresion "acido nucleico" se utiliza indistintamente con gen,
ADNCc, oligonucledtido y polinucledétido. Un "acido nucleico" abarca tanto ARN como ADN.

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad", en el contexto de dos 0 mas secuencias de acidos nucleicos o
polipéptidos, se refiere a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especificado
de restos de aminoacidos o nucleétidos que es igual (por ejemplo, aproximadamente un 80 %, un 85 %, un 90 %, un
91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o mas de identidad en una region
especifica (por ejemplo, una secuencia polipeptidica que comprende elementos conservados colineales), cuando se
compara y alinea para obtener la maxima correspondencia en una ventana de comparacion o region designada)
medido utilizando algoritmos de comparacién de secuencias BLAST o BLAST 2.0 con parametros predeterminados
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(véase, por ejemplo, el sitio web del NCBI o similar), o mediante alineacién manual e inspeccion visual. En la presente
invencién, en el contexto de la comparacion de una secuencia de elemento conservado particular con una variante de
esa secuencia, la identidad se define a lo largo de la longitud de la secuencia de referencia del elemento conservado.
En algunas realizaciones, el porcentaje de identidad de un elemento conservado con una variante correspondiente del
elemento conservado se determina mediante inspeccion visual.

La expresién "unido operativamente" se refiere a un enlace funcional entre una primera secuencia de acido nucleico
y una segunda secuencia de acido nucleico, de modo que la primera y segunda secuencias de acido nucleico se
transcriben en una Unica secuencia de acido nucleico. Las secuencias de acidos nucleicos unidas operativamente no
necesitan ser fisicamente adyacentes entre si. La expresién "unido operativamente" se refiere a un enlace funcional
entre una secuencia de control de la expresion de acido nucleico (tal como un promotor 0 una matriz de sitios de union
a factores de transcripcion) y una secuencia de acido nucleico transcribible, en donde la secuencia de control de la
expresion dirige la transcripcidn del acido nucleico correspondiente a la secuencia transcribible.

Los aminoacidos se pueden citar en el presente documento bien por sus simbolos habitualmente conocidos de tres
letras 0 mediante los simbolos de una letra recomendados por la Comision de Nomenclatura bioquimica de la IUPAC-
IUB. Los nucleétidos, asimismo, se pueden citar por sus codigos de una sola letra cominmente aceptados.

El término "mamifero" se refiere a cualquier animal dentro de la clasificacion taxonémica mammalia. Un "mamifero"
se puede referir a un ser humano o a un primate no humano. Un "mamifero" también se puede referir a un animal
doméstico, incluido, por ejemplo, canino, felino, rodentia, incluido lagomorfo, murino, rattus, Cricetinae (hamsteres),
etc. Un mamifero se puede referir a un animal agricola, incluido, por ejemplo, bovino, ovino, porcino, equino, etc.

Los términos "tratar" y "tratamiento" se refieren a retrasar la aparicion de, retardar o revertir el progreso de, o aliviar o
prevenir o bien la enfermedad o afeccién a la que se aplica el término, o bien uno o mas sintomas de tal enfermedad
o afeccion.

Un "inmundgeno" se refiere a una molécula, normalmente una molécula proteica en la presente invencién, que
contiene uno 0 mas epitopos (ya sea lineal, conformacional o0 ambos) que estimularan el sistema inmunitario de un
hospedador para generar una respuesta humoral y/o celular especifica de antigeno. Normalmente, un epitopo
comprendera entre aproximadamente 7 y 15 aminoacidos, tal como, 9, 10, 12 o 15 aminoacidos. El término
"inmunoégeno" incluye inmunégenos aislados asi como organismos inactivados, tales como virus.

En la presente descripcion, cualquier intervalo de concentraciones, intervalo de porcentajes, intervalo de relaciones o
intervalo de nimeros enteros se entiende que incluye el valor de cualquier namero entero dentro del intervalo citado
y, cuando sea adecuado, fracciones del mismo (tal como una décima y una centésima de un nimero entero), a menos
que se indique de otra manera. Como se utiliza en el presente documento, "aproximadamente" significa £ 10 % del
intervalo, valor, secuencia o estructura indicado, a menos que se indique de otra manera. Debe entenderse que los
términos "un" y "uno/a", tal como se utilizan en el presente documento, se refieren a "uno o mas" de los componentes
enumerados a menos que su contexto indique o dicte otra cosa. El uso de la alternativa (por ejemplo, "0") debe
entenderse que significa una u otra, ambas o cualquier combinacién de las alternativas a menos que se indique de
otra manera.

Aspectos de la divulgacion

La invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que la administracion de uno o mas polipéptidos que
comprenden elementos conservados, separados por enlazadores de origen no natural y dispuestos colinealmente, de
un inmunégeno de interés, por ejemplo, un antigeno virico, tal como Gag del VIH o Env del VIH, puede proporcionar
una respuesta inmunitaria mejorada cuando una o0 mas construcciones de acido nucleico con elementos conservados
se administran a un sujeto como primovacunacion seguida de la administracién conjunta al sujeto de una construccion
de acido nucleico que codifica un antigeno de longitud completa, o sustancialmente un antigeno de longitud completa,
con la construccion o construcciones con elementos conservados como refuerzo. Los componentes de un protocolo
de inmunizacién primaria y de refuerzo de acuerdo con la invenciéon se administran como acidos nucleicos que
codifican los polipéptidos. En algunos aspectos de la divulgacion, los componentes de la inmunizacién primaria y/o de
refuerzo se administran como polipéptidos.

El inmunodgeno puede ser cualquier proteina para la que se desee inducir una respuesta inmunitaria, pero suele ser
una proteina virica que muestra diversidad de secuencias en variantes de origen natural. En algunas realizaciones, la
proteina virica es una proteina retrovirica, tal como una proteina lentivirica. En algunas realizaciones, la proteina virica
es una proteina retrovirica Gag o Env, tal como una proteina Gag del VIH o Env del VIH.

La invencion se basa ademas, en parte, en el descubrimiento de que la administraciéon de uno o mas polipéptidos que
comprenden elementos conservados, separados por enlazadores y dispuestos colinealmente de proteinas con
elementos conservados de Envdel VIH como se describe en el presente documento puede proporcionar una respuesta
inmunitaria so6lida en comparacién con la administraciéon de una proteina Env de longitud completa a un sujeto. En
algunos aspectos, la divulgacion proporciona asi polipéptidos con elementos conservados de Env del VIH, acidos
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nucleicos que codifican polipéptidos con elementos conservados de Env del VIH y métodos para utilizar dichos
polipéptidos y acidos nucleicos para inducir una respuesta inmunitaria.

Composiciones inmundgenas con elementos conservados de Env del VIH.

En un aspecto, la divulgacion proporciona composiciones con elementos conservados de Env del VIH. En la invencioén,
se administra una composiciéon con elementos conservados de Env del VIH en forma de una construccién de acido
nucleico que codifica un polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del VIH. Como alternativa, en
algunos aspectos de la divulgacion, la composiciéon inmunégena con elementos conservados de Env del VIH se puede
administrar en forma de polipéptido. Por consiguiente, la divulgacién proporciona polipéptidos inmunégenos con
elementos conservados de Env del VIH y construcciones de acido nucleico que codifican estos polipéptidos.

Una construccion de acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados de Env del VIH
normalmente codifica un polipéptido que comprende al menos seis de los elementos conservados expuestos en las
SEQ ID NO: 1 a 23 y 70 a 85. La construccién de acido nucleico puede codificar un polipéptido que comprende al
menos 8, normalmente al menos 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35 0 mas aminoacidos consecutivos
de los elementos conservados de las SEQ ID NO: 1 a23y 70 a 85.

En algunas realizaciones, una construccion de acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados
de Env del VIH codifica un polipéptido que comprende al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez, once o los doce elementos conservados establecidos en las SEQ IDNO: 1, 2, 4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 0 22.
En algunas realizaciones, una construccion de acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados
de Env del VIH codifica un polipéptido que comprende al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez, once o los doce elementos conservados establecidos en las SEQIDNO: 1,3,5,7,9,11,13,15, 17,19, 21 0 23.
En algunas realizaciones, una secuencia de elementos conservados tiene al menos 8, normalmente al menos 9, 10 u
11 aminoécidos consecutivos de CE6 (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, una secuencia de elementos
conservados tiene al menos 10, normalmente al menos 11, 12, 13 0 14 aminoacidos consecutivos de CE1 (SEQ ID
NO: 2 0 SEQ ID NO: 3). En algunas realizaciones, una secuencia de elementos conservados tiene al menos 15,
normalmente al menos 16, 17, 18, 19, 20 0 21 aminodcidos consecutivos de CE7 (SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5). En
algunas realizaciones, una secuencia de elementos conservados tiene al menos 10, normalmente al menos 11, 12,
13, 14 o 15 aminoécidos consecutivos de CE8 (SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 7). En algunas realizaciones, una
secuencia de elementos conservados tiene al menos 15, normalmente al menos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 0 23
aminoacidos consecutivos de CE9 (SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9). En algunas realizaciones, una secuencia de
elementos conservados tiene al menos 15, normalmente al menos 16, 17, 18, 19, 20 o 21 aminoacidos consecutivos
de CE10 (SEQ ID NO: 10 0 SEQ ID NO: 11). En algunas realizaciones, una secuencia de elementos conservados
tiene al menos 8, normalmente al menos 9, 10, 11, 12 0 13 aminoacidos consecutivos de CE11 (SEQ ID NO: 12 o
SEQ ID NO: 13). En algunas realizaciones, una secuencia de elementos conservados tiene al menos 8, normalmente
al menos 9, 10, 11 o 12 aminoacidos consecutivos de CE12 (SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 15). En algunas
realizaciones, una secuencia de elementos conservados tiene al menos 9, normalmente al menos 10, 11, 12,13 0 14
aminodacidos consecutivos de CE13 (SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 17). En algunas realizaciones, una secuencia de
elementos conservados tiene al menos 20, y normalmente al menos 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42 0 43 aminoacidos consecutivos de CE4 (SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19). En
algunas realizaciones, una secuencia de elementos conservados tiene al menos 15, normalmente al menos 16, 17,
18, 19 o0 20 aminoacidos consecutivos de CE15 (SEQ ID NO: 20 o SEQ ID NO: 21). En algunas realizaciones, una
secuencia de elementos conservados tiene al menos 8, normalmente al menos 9, 10, 11, 12 o 13 aminoacidos
consecutivos de CE16 (SEQ ID NO: 22 0 SEQ ID NO: 23).

En algunas realizaciones, un polipéptido con CE de Env del VIH puede comprender un CE establecido en una
cualquiera de las SEQ ID NOS: 70 a 85. En algunas realizaciones, una secuencia de elementos conservados tiene al
menos 10, normalmente al menos 11, 12, 13, 14, 15 0 16 aminoacidos consecutivos de EnvCE17 (SEQ ID NO: 70 o
SEQ ID NO: 71). En algunas realizaciones, una secuencia de elementos conservados tiene al menos 20, 21, 22, 23,
24, 25 0 26 aminoacidos consecutivos de CE18 (SEQ ID NO: 72 o SEQ ID NO: 73). En algunas realizaciones, una
secuencia de elementos conservados tiene al menos 15, normalmente al menos 16, 17, 18 o 19 aminoacidos
consecutivos de CE19 (SEQ ID NO: 74 o SEQ ID NO: 75). En algunas realizaciones, una secuencia de elementos
conservados tiene al menos 8, 9 0 10 aminoacidos consecutivos de CE20 (SEQ ID NO: 76 o SEQ ID NO: 77). En
algunas realizaciones, una secuencia de elementos conservados tiene al menos 14, normalmente al menos 15, 16 o
17 aminodcidos consecutivos de CE21 (SEQ ID NO: 78 o SEQ ID NO: 79). En algunas realizaciones, una secuencia
de elementos conservados tiene al menos 25, normalmente al menos 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44 0 45 aminodcidos consecutivos de CE22 (SEQ ID NO: 80 o SEQ ID NO: 81). En algunas
realizaciones, una secuencia de elementos conservados tiene al menos 12, normalmente al menos 13, 14 o 15
aminodacidos consecutivos de CE23 (SEQ ID NO: 82 o SEQ ID NO: 83). En algunas realizaciones, una secuencia de
elementos conservados tiene al menos 15, normalmente al menos 16, 17, 19 0 19 aminoacidos consecutivos de CE24
(SEQ ID NO: 84 0 SEQ ID NO: 85).

En algunas realizaciones, un polipéptido con CE de Env del VIH comprende las doce secuencias de elementos
conservados de Env del VIH CE6, CE1, CE7, CE8, CE9, CE10, CE11, CE12, CD13, CE14, CE15 y CE16, en este
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orden o en cualquier otro orden. En algunas realizaciones, un polipéptido con CE de Env del VIH puede comprender
ademas la secuencia de elementos conservados de Env del VIH CE20 y/o CE23. En algunas realizaciones, un
polipéptido con CE de Env del VIH comprende CE17, CE18, CE19, CE21, CE22 y/o CE24 en sustituciéon de CES8, CE9,
CE10, CE11, CE14 y/o CE15, respectivamente.

En algunas realizaciones, un polipéptido con CE de Env del VIH comprende elementos conservados de Env CES6,
CE1, CE7, CE17, CE18, CE19, CE20, CE21, CE12, CE13, CE22, CE23, CE24 y CE16.

En algunas realizaciones, un polipéptido con CE de Env del VIH tiene al menos un 90 %, o al menos un 91 %, un
92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 % o un 99 % de identidad con la SEQ ID NO: 24 o SEQ
ID NO: 25. En algunas realizaciones, el polipéptido con CE de Env del VIH tiene al menos un 90 %, o al menos un
91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 % o un 99 % de identidad con la secuencia del
polipéptido Env-CE1-V1V2 Bal mostrada en la figura 25 (SEQ ID NO: 69).

En la presente divulgacion, los elementos conservados de Env del VIH contenidos en los polipéptidos con elementos
conservados no son contiguos en la secuencia de la proteina Env nativa. Ademas, los elementos conservados
presentes en un polipéptido con elementos conservados de Env del VIH estdn separados por secuencias
polipeptidicas que no se dan de forma natural en las secuencias de proteinas nativas. Los elementos conservados
individuales normalmente se unen entre si en la construccion de acido nucleico mediante un enlazador peptidico, tal
como un enlazador que contiene alanina. Las secuencias del enlazador peptidico contienen Ala y también pueden
incluir otros aminoacidos tales como Gly, Val, Glu, Asp, Lys o Phe. La secuencia enlazadora puede variar en longitud,
por ejemplo, de 1 a 5 aminoacidos de longitud, o incluso mas, pero normalmente no tiene mas de 6, 7 u 8 aminoacidos
de longitud. En algunas realizaciones, la secuencia enlazadora tiene una longitud de 3 aminodcidos. En algunas
realizaciones, la secuencia enlazadora es AAV, AAE, GAK, AAD, AAK, GAV, VAV o AAF.

Los elementos conservados pueden estar presentes en cualquier orden en la construccién, no es necesario que se
produzcan en el orden de la secuencia natural. Por ejemplo, un elemento conservado que se produce hacia el extremo
N de una proteina puede codificarse en el extremo carboxiterminal de la construccion.

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados de Env del VIH
codifica un polipéptido que comprende al menos cinco 0 mas, o al menos seis, siete, ocho, nueve, diez u once de los
elementos conservados establecidos en las SEQ ID NO: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o 22. En algunas
realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados de Env del VIH codifica un
polipéptido que comprende los doce elementos conservados establecidos en las SEQ ID NO: 1, 2, 4,6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20 y 22. En algunas realizaciones, dicha construccién de acido nucleico codifica un polipéptido que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24. En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un
polipéptido con elementos conservados de Env del VIH codifica un polipéptido que comprende al menos cinco o mas,
0 al menos seis, siete, ocho, nueve, diez u once de los elementos conservados establecidos en las SEQ ID NO: 1, 3,
57,9, 11,13, 15, 17, 19, 21 o 23. En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido con
elementos conservados de Env del VIH codifica un polipéptido que comprende los doce elementos conservados
establecidos en las SEQ ID NO: 1, 3,5,7,9, 11,13, 15,17, 19, 21 y 23. En algunas realizaciones, dicha construccion
de acido nucleico codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25. En algunas
realizaciones, se administra una construccion de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la SEQ ID
NO: 24 junto con una construccidn de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 25.

En algunas realizaciones, un polipéptido con CE de Env del VIH que comprende elementos conservados de Env de
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ
ID NO: 78, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84 y SEQ ID NO: 22 se
administra junto con un polipéptido con CE de Env del VIH que comprende las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85 y SEQ ID NO: 23.

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados de Env del VIH
codifica un polipéptido que difiere de la SEQ ID NO: 24 ennomasde1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 aminoacidos. En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido
con elementos conservados de Env del VIH codifica un polipéptido que difiere de la SEQ ID NO: 25 en no mas de 1,
2,3,4,56,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 aminoacidos.

En algunas realizaciones, un polipéptido con elementos conservados de Env del VIH comprende ademas una o mas
secuencias de una region variable de Env del VIH, por ejemplo, la regiéon V1V2. Las secuencias de la regién variable
son bien conocidas en la materia y estan unidas por restos de cisteina.

En la presente divulgacién, una construccién de acido nucleico con elementos conservados de Env del VIH como se
describe en el presente documento se emplea normalmente en una pauta de vacunacion que también emplea un acido
nucleico que codifica la proteina Env de longitud completa, o la proteina Env sustancialmente de longitud completa,
de donde se obtienen los elementos conservados. En el contexto de la presente invencion, "sustancialmente de
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longitud completa" se refiere a la region de la proteina Env que incluye todos los elementos conservados, es decir, se
proporciona una longitud suficiente de una proteina Env de origen natural que incluye todos los elementos conservados
que se utilizan en la construccion con elementos conservados.

Pautas de administracion

En un aspecto adicional, la divulgacién proporciona una pauta de administracion mejorada para composiciones
inmundgenas con elementos conservados que proporciona una respuesta inmunitaria sélida. Por lo tanto, la
divulgacion proporciona adicionalmente un meétodo para inducir una respuesta inmunitaria, donde el método
comprende administrar una o mas construcciones de acido nucleico que codifican un polipéptido con elementos
conservados, seguido de la administracion de una construccion de acido nucleico que codifica un polipéptido de
longitud completa o sustancialmente de longitud completa, donde la construccién de acido nucleico que codifica un
polipéptido de longitud completa o sustancialmente de longitud completa se administra junto con la construccién de
acido nucleico que codifica el polipéptido con elementos conservados.

En algunas realizaciones, las composiciones inmundgenas empleadas en las pautas de administracién mejoradas
como se describen en esta seccidn se relacionan con una proteina virica, por ejemplo, una proteina de retrovirica, tal
como Gag. En el presente documento se describen elementos conservados ilustrativos de Gag. Véanse, también por
ejemplo, la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos n.° 20110269937; Rolland et al., PLoS Pathog 3:
e157, 2007; Mothe et al., PLoS One 7: 29717, 2012; y el documento US20150056237.

Cada elemento conservado incluido en un polipéptido con CE de acuerdo con los métodos mejorados para generar
una respuesta inmunitaria de la divulgacion tiene generalmente 50 aminoacidos o menos de longitud, pero tiene al
menos 8 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el elemento conservado tiene al menos 8 aminodcidos
de longitud y 45, 40, 35, 30, 25, 20 o 15 aminoacidos de longitud, o0 menos. En algunas realizaciones, el elemento
conservado tiene 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 0 45 aminoacidos de longitud.

En la invencion, se utiliza mas de una construccién de acido nucleico que codifica los elementos conservados de
interés, donde una construccién codifica un primer conjunto de elementos conservados, por ejemplo, de Gag de VIH
o de Env del VIH, y la segunda construccion codifica un segundo conjunto de elementos conservados donde uno o
mas elementos, a menudo la mayoria o todos los elementos conservados, del segundo conjunto de elementos
conservados difieren del primer conjunto en 5 aminoacidos o menos. Es decir, un elemento conservado presente en
los dos conjuntos contiene un nimero limitado de sustituciones (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 5) en relacién con el elemento
conservado correspondiente. Sin embargo, los restos en los que difieren las secuencias se encuentran en lugares de
variacion natural en las secuencias proteicas naturales, de modo que cada uno de los elementos conservados en el
primer y segundo conjuntos corresponde a una secuencia proteica de origen natural. En algunas realizaciones, cada
elemento del segundo conjunto es al menos un 80 % o al menos un 90 % idéntico al elemento correspondiente en el
primer conjunto de secuencias conservadas. La construccion de acido nucleico que codifica el primer conjunto de
elementos conservados y la construccion de acido nucleico que codifica el segundo conjunto de elementos
conservados pueden estar presentes en el mismo vector o en vectores diferentes.

Como se explicé anteriormente con respecto a las construcciones con elementos conservados de Env del VIH, en los
métodos mejorados para generar una respuesta inmunitaria como se describe en el presente documento, los
elementos conservados contenidos en los polipéptidos con elementos conservados no son contiguos en la secuencia
proteica de origen natural. Ademas, los elementos conservados presentes en un polipéptido con elementos
conservados generado de acuerdo con la invencion estan separados por secuencias polipeptidicas que no se
encuentran naturalmente en la secuencia proteica. Los elementos conservados individuales normalmente se unen
entre si en la construccion de acido nucleico mediante un enlazador peptidico, tal como un enlazador que contiene
alanina. Las secuencias enlazadoras se conocen bien en la materia. Las secuencias enlazadoras peptidicas tipicas
contienen Ala y también pueden incluir otros aminoacidos, tales como Gly, Val, Glu, Asp, Lys o Phe. La secuencia
enlazadora puede variar en longitud, por ejemplo, de 1 a 5 aminoacidos, o incluso mas, de longitud, pero normalmente
no tiene mas de 6, 7 u 8 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, la secuencia enlazadora tiene una longitud
de 3, 4 o 5 aminoacidos. En algunas realizaciones, la secuencia enlazadora es AAV, AAE, GAK, AAD, AAK, GAV,
VAV 0 AAF. En algunas realizaciones, el enlazador es AA, AAAE, AAAA, AAK, AG, AA, LAK, AAK, AAAAL y similares.

Los elementos conservados pueden estar presentes en cualquier orden en la construccién, no es necesario que se
produzcan en el orden de la secuencia natural. Por ejemplo, un elemento conservado que se produce hacia el extremo
N de una proteina puede codificarse en el extremo carboxiterminal de la construccion.

En algunas realizaciones, la proteina de interés es Gag del VIH. Una construccion de acido nucleico que codifica un
polipéptido con elementos conservados para su uso en la invencion puede codificar un polipéptido que comprende al
menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete elementos conservados establecidos en la tabla 2. En algunas
realizaciones, la construccion de acido nucleico codifica un polipéptido que comprende al menos 8, normalmente al
menos 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas aminoacidos consecutivos de un elemento conservado
establecido en la tabla 2. Véase también, por ejemplo, el documento US20150056237, que ensefia elementos
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conservados de Gag del VIH. En algunas realizaciones, un polipéptido con CE de Gag utilizado de acuerdo con los
métodos comprende un polipéptido con CE p24Gag que tiene la secuencia del polipéptido p24GagCE1 de la tabla 2;

VIPMFSALSEGATPQDLNAAVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAG
TTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPTSIAAKY VDRFYKTLRAEQAAGLEEM
MTACQGVGGPGHKAAISPRTLNAWVKY (SEQ ID NO:40).

En algunas realizaciones, un polipéptido con CE de Gag utilizado de acuerdo con los métodos comprende un
polipéptido con CE p24Gag que tiene la secuencia del polipéptido p24GagCE2 de la tabla 2;

VIPMFTALSEGATPQDLNAAVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAG
TTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKY VDRFFKTLRAEQAAGLEEM
MTACQGVGGPSHKAALSPRTLNAWVKY (SEQ ID NO:41).

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados de Gag del VIH
para su uso en la invencion codifica un polipéptido que comprende los elementos conservados establecidos en la tabla
2 de SEQ ID NO: 26 a 32. En algunas realizaciones, dicha construccion de acido nucleico codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de p24GagCE1 como se muestra en la tabla 2. En algunas realizaciones, un
acido nucleico que codifica un elemento conservado codifica un polipéptido que comprende los elementos
conservados establecidos en las SEQ ID NO: 33 a 39. En algunas realizaciones, dicha construccion de acido nucleico
codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de p24GagCE2 como se muestra en la tabla 2.
En algunas realizaciones, una construccion de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende las
secuencias de p24GagCE1 de SEQ ID NO: 26 a 32 expuestas en la tabla 2 se administra con una construccion de
acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende las secuencias de p24GagCE2 de las SEQ ID NO: 33 a 39
expuestas en la tabla 2. En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica p24gagCE1 esta
presente en el mismo vector que la secuencia de acido nucleico que codifica p24gagCE2.

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica p24GagCE1 como se establece en la tabla 2 se administra
conjuntamente con un acido nucleico que codifica p24GagCE2 como se establece en la tabla 2, donde cada uno de
los polipéptidos p24GagCE1 y p24GagCE2 se expresa como una proteina de fusion que tiene un péptido sefial de
GM-CSF humano en el extremo N.

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados de Gag codifica
al menos un elemento conservado establecido en las secuencias de CE alternativas mostradas en la tabla 2.

En algunas realizaciones, un inmundgeno de interés es Env del VIH. En algunas realizaciones, una construccion de
acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados de Env del VIH empleada de acuerdo con la
invencion normalmente codifica un polipéptido que comprende un elemento conservado como se describe en el
presente documento. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la construccién de acido nucleico codifica un polipéptido
que comprende al menos 8, normalmente al menos 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35 0 mas
aminodcidos consecutivos de los elementos conservados de Env mostrados en la tabla 1. En algunas realizaciones,
un polipéptido con CE de Env utilizado de acuerdo con la invenciéon comprende un polipéptido EnvCE1 que comprende
12 elementos conservados: CE6, CE1-1, CE7-1, CE8-1, CE9-1, CE10-1, CE11-1, CE12-1, CE13-1, CE14-1, CE15-1
y CE16-1 como se muestra en la tabla 1. En algunas realizaciones, el polipéptido Env CE1 comprende la secuencia
del polipéptido Env CE1 de la tabla 1 (los enlazadores estan subrayados):

WVTVYYGVPVWAAVHNVWATHACVPTDPAAEISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLGA
KFEPIPIHY CTPAGFAGAKVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEAADSGGDPEIVMHSFN
CGGEFFYCGAKDNWRSELYKYKVVAAKARRRVVQREKRAGAVGFLGTAGSTMGA
ASVAVLTVQARLLLSGIVQQQNNLLRATEAQQHLLQLTVWGIKQLQARAADWLWYI
KIFIMIVGGLVGLRIAAFRVRKGYSPLSLQT.

En algunas realizaciones, un polipéptido Env CE utilizado de acuerdo con los métodos comprende un polipéptido Env
CE2 que comprende 12 elementos conservados: CE6, CE1-2, CE7-2, CES8-2, CE9-2, CE10-2, CE11-2, CE12-2, CE13-
2, CE14-2, CE15-2 y CE16-2 como se muestra en la tabla 1. En algunas realizaciones, el polipéptido Env CE2
comprende la secuencia del polipéptido Env CE2 de la tabla 1 (los enlazadores estan subrayados):
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WVIVYYGVPVWAAVHNIWATHACVPTDPAAEISL WDESLKPCVKLTPLCVTLGAK
FDPIPIHY CAPAGYAGAKVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEAADAGGDLEITTHSFENC
RGEFFYCGAKNNWRSELYKYKVVAAKAKRRVVEREKRAGAVGFLGAAGSTMGAA
SYAVITVQARQLLSGIVQQQSNLLKAIEAQQHMLQLTVWGIKQLQTRAADWLWYIR
IFIMIVGGLIGLRIAAFRVRQGYSPLSFQT.

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados de Env del VIH
para su uso de acuerdo con la divulgacién codifica un polipéptido que comprende los doce elementos conservados
establecidos en las SEQ ID NO: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 y 22. En algunas realizaciones, un acido nucleico
que codifica un polipéptido con elementos conservados de Env del VIH de acuerdo con la divulgacion codifica un
polipéptido que comprende los doce elementos conservados establecidos en las SEQ ID NO: 1, 3,5,7,9, 11, 13, 15,
17,19, 21y 23.

En algunas realizaciones, un polipéptido con CE de Env del VIH que comprende elementos conservados de Env de
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ
ID NO: 47, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 22 se
administra junto con un polipéptido con CE de Env del VIH que comprende las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 23.

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados de Env del VIH
codifica un polipéptido que difiere de la SEQ ID NO: 24 ennomasde1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 aminoacidos. En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido
con elementos conservados de Env del VIH codifica un polipéptido que difiere de la SEQ ID NO: 25 en no mas de 1,
2,3,4,56,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 aminoacidos.

Se puede administrar una construccién con elementos conservados de Env del VIH junto con construcciones
inmunégenas para inducir una respuesta inmunitaria a regiones adicionales del VIH, por ejemplo, Gag o una proteina
no estructural tal como Nef. En realizaciones tipicas, las composiciones inmunégenas adicionales codifican
polipéptidos con elementos conservados para la proteina del VIH de interés, por ejemplo, Gag.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona ademas elementos conservados de Gag ademas de los descritos

anteriormente para su uso en composiciones inmundgenas con CE. En algunas realizaciones, un polipéptido con CE
de Gag del VIH comprende un CE como se establece a continuacion:

p24CE8-1 QPISPRTLNAWVKYV (SEQ ID NO: 57)
p24CE8-2 QALSPRTLNAWVKY (SEQ ID NO: 58)

p24CE9-1 EEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLN (SEQ ID NO: 59)
p24CE9-2 EEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLNMMLN (SEQ ID NO: 60)

p24CE10-1 PRGSDIAGTTSTLQEQIGWMT (SEQ ID NO: 61)
p24CE10-2 PRGSDIAGTTSTLQEQIAWMT (SEQ ID NO: 62)

p24CE11-1 SILDIRQGPKEPFRDYVDRF (SEQ ID NO: 63)
p24CE11-2  SILDIKQGPKEPFRDYVDRF (SEQ ID NO: 64)

p24CE12-1 QNSNPDCKTILKALG (SEQ ID NO: 65)
p24CE12-2  QNANPDCKTILKALG (SEQ ID NO: 66)

p24CE13-1 LEEMMTACQGVGGPGHKARILAEAM (SEQ ID NO: 67)
p24CE13-2 LEEMMTACQGVGGPSHKARVLAEAM (SEQ ID NO: 68)
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Por lo tanto, en un aspecto, la divulgacién proporciona un polipéptido con CE de Gag del VIH que comprende uno o
mas, o dos, o tres, o cuatro, o cinco, o todos los CE de SEQ ID NO: 57, 59, 61, 63, 65 0 67; 0 uno o mas, o dos, o tres,
0 cuatro, o cinco, o todos los CE de SEQ ID NO: 58, 60, 62, 64, 66 0 63.

Estos elementos CE alternativos se emplean normalmente con elementos CE de Gag de la publicacion de solicitud de
patente de Estados Unidos n.® 20150056237, cuyas secuencias se muestran en la figura 23.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona polipéptidos con CE de Gag que incluyen los siguientes CE: P24CES8-
1, p24CE9-1, p24CE3-1, p24CE10-1, p24CE5-1, p24CE11-1, p24CE6-1, p24CE12-1, p24CE13-1; o un polipéptido
con CE de Gag que comprende P24CES8-2, p24CE9-2, p24CE3-2, p24CE10-2, p24CES-2, p24CE11-2, p24CE6-2,
p24CE12-2, p24CE13-2. Los dos polipéptidos normalmente se utilizan conjuntamente para cubrir casi toda la
diversidad observada en aquellos elementos conservados en las secuencias Gag del VIH que se producen de forma
natural. Cada uno de los dos polipéptidos con CE de Gag incluye elementos CE que se corresponden entre si, pero
que difieren en un pequefio nimero de posiciones de aminodcidos (véase la figura 23). En algunas realizaciones, los
CE de un polipéptido con CE de Gag se pueden presentar en un orden que difiere del orden mostrado para los
polipéptidos con CE de Gag ilustrativos anteriores.

En algunas realizaciones, un polipéptido con CE de Gag del VIH puede comprender p24CES8 en lugar de p24CE1;
pP24CE9 en lugar de p24CE2; y/o p24CE13 en lugar de p24CE7 como se muestra en la figura 23. En algunas
realizaciones, un polipéptido con CE de Gag del VIH puede comprender adicionalmente CE12 y CE6. En algunas
realizaciones, un polipéptido con CE de Gag del VIH puede comprender adicionalmente CE11.

En la presente divulgacién, se emplea una construccién de acido nucleico con elementos conservados en una pauta
de inmunizacion que también emplea un acido nucleico que codifica una proteina de longitud completa, o una proteina
sustancialmente de longitud completa, de donde se obtienen los elementos conservados. En el contexto de la presente
divulgacion, "sustancialmente de longitud completa" se refiere a la regién de la proteina que incluye todos los
elementos conservados, es decir, se proporciona una longitud suficiente de una proteina de origen natural que incluye
todos los elementos conservados que se utilizan en la construccidon con elementos conservados. En la presente
divulgacion, la administraciéon de una construccion de acido nucleico que codifica una proteina de longitud completa
excluye la administracién de un genoma virico, por ejemplo, un genoma del VIH, que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica la proteina. En algunas realizaciones, una construccion de acido nucleico utilizada de
acuerdo con un protocolo de tratamiento de la presente divulgacion que codifica una proteina Gag o Env de longitud
completa también puede codificar proteinas viricas adicionales, pero no codifica un complemento completo de
proteinas viricas. Por ejemplo, dicha construccion de acido nucleico puede excluir secuencias que codifican uno o mas
polipéptidos reguladores, tales como Tat.

Una construccion de acido nucleico que codifica una proteina de longitud completa, o una proteina sustancialmente
de longitud completa, se administra después de la administracién de una o mas construcciones que codifican el
polipéptido(s) con CE, de tal manera que el polipéptido(s) con CE actia como primovacunacion y el polipéptido de
longitud completa, o polipéptido sustancialmente de longitud completa, es un refuerzo. En la presente divulgacion, el
refuerzo comprende preferentemente administrar conjuntamente la una 0 mas construcciones de acido nucleico que
codifican el polipéptido(s) con CE con la construccidon de acido nucleico que codifica el polipéptido de longitud
completa, o polipéptidos sustancialmente de longitud completa. El refuerzo normalmente se administra en cualquier
momento de aproximadamente uno, aproximadamente dos, aproximadamente tres o aproximadamente cuatro meses;
o incluso aproximadamente un afio, 0 mas, después de la administracion de las primovacunaciones iniciales. Se
pueden utilizar maltiples vacunas de refuerzo y se pueden utilizar diferentes proteinas de longitud completa en una
secuencia de refuerzos. Una primera vacunacion puede ser Unica o multiple, por ejemplo, 2, 3, 4 0 5 administraciones
del polipéptido(s) con CE. Los polipéptidos con CE y un polipéptido de longitud completa, o polipéptido sustancialmente
de longitud completa, se administran preferentemente al hospedador mediante la administracién de construcciones de
expresion que codifican los polipéptidos, aunque en algunos aspectos de la divulgacion, los polipéptidos se administran
en forma de proteina. Se pueden emplear formas proteicas en las administraciones primaria o de refuerzo.

En la presente divulgacioén, primero se administran construcciones de acido nucleico que codifican los polipéptidos
con CE que se administran en la primovacunacion de la pauta de vacunacion, es decir, al sujeto no se le ha
administrado un acido nucleico que codifique el polipéptido de longitud completa, o sustancialmente de longitud
completa, ya sea antes o de manera simultanea con la administracién de las construcciones con CE. Por lo tanto, por
ejemplo, un método para inducir una respuesta inmunitaria en el sujeto puede comprender la administracién de una o
mas construcciones de 4acido nucleico que codifican una construccion polipeptidica con CE de Gag como
primovacunacion seguida de la administracion de un polipéptido Gag de longitud completa, o sustancialmente de
longitud completa, como etapa de refuerzo, donde la etapa de refuerzo también comprende la administracién conjunta
de las construcciones con CE nuevamente.

La primovacunacion inicial de las construcciones con CE también puede comprender la administracion de

construcciones con CE para otro polipéptido para el cual se desea provocar una respuesta inmunitaria. Por lo tanto,
se pueden administrar una o mas construcciones con CE de Gag de manera secuencial o simultdnea con una o mas
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construcciones con CE de Env en la fase de primovacunacion inicial de la pauta de vacunaciéon. Como se ha indicado
anteriormente, la primovacunacion se produce antes de la administracion de la forma completa o sustancialmente
completa de cualquiera de los antigenos.

Los acidos nucleicos que codifican multiples polipéptidos con CE, normalmente dos polipéptidos con CE, es decir, un
par de polipéptidos con elementos conservados, se administran en combinacion. En el contexto de la actual invencion,
las construcciones de acido nucleico que codifican polipéptidos con CE "administradas en combinacion", también
denominados en el presente documento como "administracién conjunta", pueden administrarse juntas o por separado.
Por ejemplo, una construccién de acido nucleico que codifica un segundo polipéptido con CE puede administrarse
después (por ejemplo, desde 1 minuto a 60 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas
0 hasta 2 semanas) de la administracion de una primera construccion de acido nucleico que codifica un polipéptido
con CE, pero normalmente se administra al mismo tiempo que la primera construccién de acido nucleico. En algunas
realizaciones, la construccion de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con CE se administra dentro de
las 24 horas siguientes a la administracion de la construccién de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con
CE.

De manera similar, para la administraciéon conjunta de uno o mas polipéptidos con CE con el polipéptido de longitud
completa, o sustancialmente de longitud completa, administrado como refuerzo, la administracién conjunta puede
formarse mediante la administracién de las construcciones juntas, o pueden administrarse por separado. Por ejemplo,
una o mas construcciones de acido nucleico que codifican uno o mas polipéptidos con CE pueden administrarse poco
antes (por ejemplo, desde 1 minuto a 60 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, generalmente dentro de
las 24 horas) o después de una construccién de acido nucleico que codifica el polipéptido de longitud completa, o el
polipéptido sustancialmente de longitud completa.

En algunas realizaciones, en una administracién de refuerzo, la una 0 mas construcciones de acido nucleico con CE
se administran conjuntamente con una construccion de acido nucleico que codifica una proteina de longitud completa,
o sustancialmente de longitud completa. En el contexto de la presente divulgacion, la "administracién conjunta" se
refiere a administrar las construcciones de acido nucleico juntas en el mismo sitio, por ejemplo, administrandolos en
la misma mezcla.

En algunas realizaciones, una pauta de inmunizacién con acido nucleico de acuerdo con la divulgacion comprende
realizar al menos dos administraciones de primovacunacién con una o mas construcciones de acidos nucleicos con
CE, que codifican un par de elementos conservados, ya sea en vectores separados o en el mismo vector, seguido de
realizar al menos dos administraciones de refuerzo de la construccidn o construcciones de 4cido nucleico con CE
administradas conjuntamente con la construccion que codifica el polipéptido de longitud completa o el polipéptido
sustancialmente de longitud completa. En algunas realizaciones, las primovacunaciones se pueden realizar con al
menos dos semanas de diferencia. En algunas realizaciones, las primovacunaciones se realizan con al menos un mes
de diferencia o con varios meses de separacién. Las vacunas de refuerzo generalmente se administran al menos
aproximadamente un mes, a menudo al menos aproximadamente 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10 u 11 meses; 0 1 0 mas afios
después de las primovacunaciones.

En los métodos de la divulgacién, una construccion de acido nucleico que codifica un polipéptido con CE se introduce
directamente en las células del individuo que recibe la composicion inmunédgena, es decir, el polipéptido con CE se
administra al hospedador mediante la expresion en las células hospedadoras de la construccion de acido nucleico que
codifica el polipéptido. Este enfoque se describe, por ejemplo, en Wolff et al., Science 247:1465 (1990), asi como en
las patentes de Estados Unidos n.® 5.580.859; 5.589.466; 5.804.566; 5.739.118; 5.736.524; 5.679.647; y en el
documento WO 98/04720. Ejemplos de tecnologias de administracion basadas en ADN incluyen, "ADN desnudo",
administracion facilitada (bupivicaina, polimeros, mediada por péptidos) y complejos lipidicos cationicos o liposomas.
En algunas realizaciones, los acidos nucleicos se administran mediante administracion balistica como se describe, por
ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.® 5.204.253 o a presion (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos
n.° 5.922.687).

En algunas realizaciones, las composiciones inmundgenas de la divulgaciéon se administran mediante inyeccion o
electroporacion, o una combinacion de inyeccidn y electroporacion. Por ejemplo, el acido nucleico se puede administrar
mediante inyeccién intramuscular o intradérmica y puede incluir electroporacién in vivo para mejorar la absorciéon de
ADN.

En algunas realizaciones, por ejemplo, cuando una construccion de acido nucleico esta codificada por un vector virico,
la construccion de acido nucleico se puede administrar mediante la infeccidon de las células con el virus que contiene
el vector. Esto se puede realizar utilizando una administracién conocida.

Para aspectos de la divulgacion que emplean la administracion de un polipéptido en forma de proteina, en lugar de
expresar la proteina en la célula hospedadora con una construccion de acido nucleico, las proteinas normalmente se
producen en un sistema de expresion celular in vitro y se aislan para la administracion al sujeto. Dichos sistemas de
expresion celular son bien conocidos en la materia.
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Se pueden emplear construcciones de acido nucleico como vectores de expresion de plasmidos o se pueden
administrar como un virus. En algunas realizaciones, las construcciones de acido nucleico que codifican los elementos
conservados y/o polipéptidos del VIH de longitud completa son una 0 mas moléculas de acido nucleico purificadas,
por ejemplo, uno 0 mas vectores basados en plasmidos de ADN (ADN "desnudo").

En algunas realizaciones, una construccion de acido nucleico que codifica un polipéptido inmunégeno con CE esta
contenida dentro de un vector virico y se administra como un virus. Los sistemas de administracién de virus incluyen
vectores de adenovirus, vectores viricos adenoasociados, vectores viricos del herpes simple, vectores retroviricos,
vectores viricos de la viruela, vectores lentiviricos, vectores de alfavirus, vectores de poliovirus y otros virus de ARN
de cadena positiva y negativa, viroides y virusoides, o partes de los mismos. Los métodos para construir y utilizar
dichos vectores son bien conocidos en la materia.

Por ejemplo, se pueden utilizar virus recombinantes de la familia de virus pox para administrar las moléculas de acido
nucleico. Entre ellos se incluyen los virus de la vaccinia y los poxvirus aviares, tales como |os virus de la viruela aviar
y de la viruela del canario. Los métodos para producir poxvirus recombinantes se conocen en la materia y emplean
recombinacion genética. Véanse, por ejemplo, los documentos WO 91/12882, WO 89/03429 y WO 92/03545. Una
revision detallada de esta tecnologia se encuentra en la patente de Estados Unidos n.° 5.863.542. Ejemplos
representativos de poxvirus recombinantes incluyen ALVAC, TROVAC y NYVAC.

Varios vectores de adenovirus, incluidos Ad2, Ad5 y Ad7, también se han descrito que se pueden utilizar para
administrar una o mas de las construcciones de acido nucleico como se describen en el presente documento (Haj-
Ahmad y Graham, J. Virol. (1986) 57:267-274; Bett et al., J. Virol. (1993) 67:5911-5921; Mittereder et al.,, Human Gene
Therapy (1994) 5:717-729; Seth et al., J. Virol. (1994) 68:933-940; Barr et al., Gene Therapy (1994) 1:51-58; Berkner,
K. L. BioTechniques (1988) 6:616-629; y Rich et al, Human Gene Therapy (1993) 4:461-476). Ademas, se han
desarrollado varios sistemas de vectores de virus adenoasociados (AAV) para la administracion de genes. Los
vectores AAV se pueden construir facilmente mediante técnicas bien conocidas en la materia. Véanse, por ejemplo,
las patentes de EE. UU. n.° 5.173.414 y 5.139.941; las publicaciones internacionales n.® WO 92/01070 (publicada el
23 de enero de 1992) y WO 93/03769 (publicada el 4 de marzo de 1993); Lebkowski et al., Molec. Cell. Biol. (1988)
8:3988-3996; Vincent et al., Vaccines 90 (1990) (Cold Spring Harbor Laboratory Press); Carter, B. J. Current Opinion
in Biotechnology (1992) 3:533-539; Muzyczka, N. Current Topics in Microbiol and Immunol. (1992) 158:97-129; Kotin,
R. M. Human Gene Therapy (1994) 5:793-801; Shelling y Smith, Gene Therapy (1994) 1:165-169; y Zhou et al., J.
Exp. Med. (1994) 179:1867-1875.

Los retrovirus también proporcionan una plataforma para los sistemas de administracion de genes. Se han descrito
varios sistemas retroviricos (patente de Estados Unidos n.® 5.219.740; Miller y Rosman, BioTechniques (1989) 7:980-
990; Miller, A. D., Human Gene Therapy (1990) 1:5-14; Scarpa et al., Virology (1991) 180:849-852; Burns et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA (1993) 90:8033-8037; y Boris-Lawrie y Temin, Cur. Opin. Genet. Develop. (1993) 3:102-109. Los
sistemas de administracion de genes adicionales incluyen vectores lentiviricos que emplean estructuras principales
de vectores lentiviricos.

Los miembros del género Alphavirus, tales como, pero sin limitacion, vectores procedentes del virus Sindbis, el virus
del bosque Semliki y el virus de la encefalitis equina venezolana, también se pueden utilizar como vectores viricos
para administrar una 0 mas construcciones de acido nucleico de la divulgacion. Para una descripcion de los vectores
procedentes del virus Sindbis Utiles para la practica de los presentes métodos, véanse, Dubensky et al., J. Virol. (1996)
70:508-519; y las publicaciones internacionales n.® WO 95/07995 y WO 96/17072; asi como, Dubensky, Jr., T. W., et
al., patente de Estados Unidos n.° 5.843.723, publicada el 1 de diciembre de 1998, y Dubensky, Jr., T. W., patente de
Estados Unidos n.® 5.789.245, publicada el 4 de agosto de 1998).

Construcciones de expresion que codifican polipéptidos de fusion que comprenden una sefial de degradacion o una
secuencia de péptido sefial

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido con elementos conservados codifica una forma
en la que el elemento conservado esta fusionado a una secuencia para potenciar la respuesta inmunitaria, tal como
una secuencia de péptido sefial o una secuencia que se dirige a la proteina para su degradacién lisosémica. Dichas
realizaciones normalmente dan como resultado respuestas inmunitarias mejoradas en comparacion con realizaciones
en las que la vacuna con elementos conservados no esta fusionada a un péptido sefial o sefial de degradacion.

Secuencia de direccionamiento lisosémico

En algunas realizaciones, se pueden emplear sefiales que dirigen proteinas al lisosoma. Por ejemplo, las proteinas 1
y 2 de membrana asociadas a lisosomas (LAMP-1 y LAMP-2) incluyen una region que dirige proteinas al lisosoma. Se
proporcionan ejemplos de secuencias dirigidas a lisosomas, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos n.°
5.633.234; 6.248.565; y 6.294.378.

Las secuencias desestabilizadoras presentes en proteinas particulares son bien conocidas en la materia. Las
secuencias de desestabilizacion ilustrativas incluyen los aa 2 a 120 de c-myc; los aa 13 a 91 de ciclina A; losaa 13 a
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91 de ciclina B; los aa 20 a 45 de |kBa; los aa 19 a 44 de B-catenina; los aa 18 a 47 de B-catenina, los aa 1 a 67 de c-
Jun; y los aa 1 a 35 de c-Mos; y fragmentos y variantes de aquellos segmentos que median en la desestabilizacion.
Dichos fragmentos se pueden identificar mediante cualquier método. Por ejemplo, la semivida del polipéptido se puede
determinar mediante un ensayo de seguimiento de pulsos que detecta la cantidad de polipéptido que esta presente a
lo largo del tiempo utilizando un anticuerpo contra el polipéptido o contra un marcador unido al polipéptido. Se
describen ensayos ilustrativos, por ejemplo, en el documento WO02/36806.

Las variantes de dichas secuencias, por ejemplo, que tengan al menos un 90 % de identidad, normalmente al menos
un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, 99 % o mas de identidad con las secuencias
mencionadas anteriormente, por ejemplo, una secuencia de degradacién de LAMP, se pueden emplear en esta
invencion.

Las sefiales de degradacidn adicionales que se pueden utilizar para modificar antigenos retroviricos, por ejemplo,
antigenos del VIH, de acuerdo con la invencion incluyen la sefial de degradacion F-box, tal como la sefial F-BOX de
47 aa (del 182 al 228) de la proteina beta-TrCP (Liu, et al., Biochem Biophys Res Comm. 313:1023-1029, 2004). Por
consiguiente, en algunas realizaciones, un vector de expresion para su uso en la invencidén puede codificar una
proteina de fusién en la que una sefial de degradacion F-box esta unida a un polipéptido del VIH, por ejemplo, un
polipéptido con EC de Env del VIH como se describe en el presente documento.

Direccionamiento al proteosoma y otras sefiales de degradacion

En la materia se conocen muchas secuencias polipeptidicas que se dirigen a una proteina para su degradacién. Un
ejemplo de secuencias desestabilizadoras son las llamadas secuencias PEST, que son abundantes en los
aminodcidos Pro, Asp, Glu, Ser, Thr (no es necesario que estén en un orden particular) y pueden aparecer en
posiciones internas en una secuencia de proteinas. Varias proteinas que, segun se informa, tienen elementos de
secuencia PEST se dirigen rapidamente al proteosoma 26S. Una secuencia PEST normalmente se correlaciona con
a) bucles o giros expuestos en la superficie previstos y b) sitios de fosforilacién de serina, por ejemplo, el motivo S/TP
es el sitio diana de las cinasas dependientes de ciclina.

Secuencias de desestabilizacién adicionales esta relacionadas con secuencias presentes en la regiéon aminoterminal.
En particular, la tasa de ubiquitinacién, que se dirige a las proteinas para su degradaciéon mediante el proteosoma 26S
puede estar influenciado por la identidad del resto aminoterminal de la proteina. Por lo tanto, las secuencias de
desestabilizaciéon también pueden comprender dichos restos aminoterminales, dirigidos por la "regla del extremo N"
(véase, por ejemplo, Tobery et al., J. Exp. Med. 185:909-920.).

Otras sefiales de direccionamiento incluyen la secuencia de caja de destruccidon que esta presente, por ejemplo, en
ciclinas. Dicha caja de destruccion tiene un motivo de 9 aminoacidos, R1(A/T)2(A)3L4(G)SX6(I/NV)7(G/T)8(N)9, en la
que los Unicos restos invariables son Ry L en las posiciones 1 y 4, respectivamente. Los restos que se muestran entre
paréntesis aparecen en la mayoria de las secuencias de destruccion (véase, por ejemplo, Hershko y Ciechanover,
Annu. Rev. Biochem. 67:425-79, 1998). En otros casos, las secuencias de desestabilizacién conducen a la fosforilacién
de una proteina en un resto de serina (por ejemplo, Ikba).

En algunas realizaciones, un polipéptido con elementos conservados de la invencion se fusiona a una secuencia de
degradacion de LAMP. Por ejemplo, los métodos de la invencién pueden emplear un polipéptido en el que la SEQ ID
NO: 24, o la SEQ ID NO: 25, o la SEQ ID NO: 40 0 41, esta fusionada a una secuencia de degradacion de LAMP.

Construcciones de expresion que codifican proteinas de fusion secretadas

Un polipéptido secretor en el contexto de esta invencidn es una secuencia sefial polipeptidica que da como resultado
la secrecion de la proteina a la que esta unida. En algunas realizaciones, el polipéptido secretor es una quimiocina,
citocina, linfocina, o un fragmento de la quimiocina, citocina o linfocina que conserva la actividad inmunoestimuladora.
Ejemplos de polipéptidos secretores de quimiocinas incluyen MCP-3 e IP-10. En otras realizaciones, el polipéptido
secretor es una secuencia sefial polipeptidica de una proteina secretada tal como la proteina activadora del
plasminégeno tisular (tPA), hormona del crecimiento, GM-CSF, una citocina o una proteina inmunoglobulina. Se
divulgan construcciones que codifican proteinas de fusion secretoras, por ejemplo, en el documento WO02/36806.

En algunas realizaciones, el péptido sefial es una secuencia de GM-CSF, por ejemplo, una secuencia de GM-CSF de
mamifero tal como una secuencia de péptido sefial de GM-CSF humano.

En algunas realizaciones, una sefial secretora para su uso en la invencién son los aminodacidos 33 a 109 de MCP-3,
por ejemplo, unidos a un péptido secretor IP-10.

En algunas realizaciones, un polipéptido con elementos conservados puede ser la SEQ ID NO: 24 fusionada a un
péptido sefial; o puede comprender la SEQ ID NO: 25 fusionada a un péptido sefial. El péptido sefial puede ser un
péptido sefial de Env del VIH nativo o un péptido sefial heterélogo. En algunas realizaciones, un polipéptido con
elementos conservados puede ser la SEQ ID NO: 40 fusionada a un péptido sefial; o puede comprender la SEQ ID
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NO: 41 fusionada a un péptido sefial. El péptido sefial puede ser un péptido sefial del VIH nativo o un péptido sefial
heterélogo.

De manera similar, una construccion de expresién que codifica un polipéptido de longitud completa, o un polipéptido
sustancialmente de longitud completa, también puede modificarse con una secuencia secretora, por ejemplo, un
péptido sefial heter6logo o una secuencia de péptido de degradacion. Por otra parte, se puede administrar mas de
una construccién que codifica el polipéptido de longitud completa, o polipéptidos sustancialmente de longitud completa.
Por ejemplo, se puede utilizar una construccion en la que Gag (o Env) esta fusionada a un polipéptido sefial junto con
una construccion en la que Gag (o Env) esta fusionada a una secuencia de degradacién.

Propiedades adicionales de las construcciones de expresion

Dentro de cada casete de expresion, las secuencias que codifican un antigeno para su uso en las vacunas de acido
nucleico estaran unidas operativamente a secuencias reguladoras de la expresion. Las secuencias "unidas
operativamente" incluyen las secuencias de control de la expresidn que son contiguas con el acido nucleico de interés
y las secuencias de control de la expresion que actdan en tfrans o a distancia para controlar el gen de interés. Las
secuencias de control de la expresion incluyen secuencias de inicio de la transcripcion, de terminacién, promotoras y
potenciadoras adecuadas; sefiales de procesamiento del ARN eficaces, tales como las sefiales de corte y empalme y
de poliadenilacion; secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmico; secuencias que promueven la exportacion de
ARN (por ejemplo, un elemento de transporte constitutivo (CTE, del inglés constitutive transport element), un elemento
de transporte de ARN (RTE, del inglés RNA transport element) o combinaciones de los mismos; secuencias que
potencian la eficacia de la traducciéon (por ejemplo, secuencia de consenso Kozak); secuencias que potencian la
estabilidad de las proteinas; y cuando se desee, secuencias que potencian la secrecion de proteinas.

Cualquiera de los vectores convencionales utilizados para la expresidn en células eucariotas puede utilizarse para
introducir directamente acidos nucleicos en el tejido. En los vectores de expresion eucariotas se utilizan a menudo
vectores de expresion que contienen elementos reguladores de virus eucariotas. Dichos elementos reguladores
incluyen, por ejemplo, CMV humano, CMV de simio, LTR viricos y similares. Los vectores tipicos pueden comprender,
por ejemplo, aquellos con un promotor de CMV humano, sitio de poliA de la hormona del crecimiento bovino y un gen
de resistencia a antibidticos para el crecimiento selectivo de bacterias.

Otros componentes del vector de expresion son bien conocidos en la materia, e incluyen, pero sin limitacién, los
siguientes: elementos potenciadores de la transcripcion, sefiales de terminacién de la transcripcion, secuencias de
poliadenilacion, sitios de corte y empalme, secuencias para la optimizacién del inicio de la traduccién y secuencias de
terminacion de la traduccion.

En algunas realizaciones, el componente de acido nucleico puede comprender una o mas moléculas de ARN, tal como
moléculas de ARN virico 0 moléculas de ARNm que codifican el antigeno de interés.

En realizaciones tipicas, las construcciones de acido nucleico tienen codones optimizados para su expresiéon en un
ser humano.

Como se sefiala aqui, en la presente divulgacion, una molécula de "acido nucleico" puede incluir secuencias de ADN¢
y de ADN gendmico, secuencias de ARN y de acidos nucleicos sintéticos. Por lo tanto, "acido nucleico" también abarca
realizaciones en las que se emplean analogos de ADN y ARN.

Una composicioén inmunégena se puede administrar como una o mas construcciones. Por ejemplo, cuando se emplean
dos conjuntos de elementos conservados, por ejemplo, los polipéptidos con elementos conservados de Env del VIH
de SEQ ID NO: 24 y 25, o los polipéptidos con elementos conservados de Gag del VIH de SEQ ID NO: 40y 41, la
construccion de acido nucleico puede codificar ambos conjuntos, o cada conjunto puede estar codificado por un vector
de expresion separado. Por lo tanto, las construcciones de expresidon administradas de acuerdo con la invencion
pueden administrarse como multiples vectores de expresion, o como uno 0 mas vectores de expresion que codifican
multiples unidades de expresidn, por ejemplo, vectores de expresion disistrénicos o de otro modo multicistrénicos. Por
ejemplo, se puede emplear un vector de expresion que codifica tanto la SEQ ID NO: 24 como la SEQ ID NO: 25 0 se
pueden emplear mdltiples vectores de expresion donde la SEQ ID NO: 24 esta codificada por un vector y la SEQ ID
NO: 25 esta codificada por otro vector. De manera similar, se puede emplear un vector de expresion que codifica tanto
la SEQ ID NO: 40 como la SEQ ID NO: 41 o se pueden emplear multiples vectores de expresion donde la SEQ ID NO:
40 esta codificada por un vector y la SEQ ID NO: 41 esta codificada por otro vector.

En algunas realizaciones, se pueden emplear multiples construcciones de acido nucleico que codifican un polipéptido
con CE de Gag o de Env del VIH. Por ejemplo, se puede utilizar una construccién de acido nucleico que codifica un
polipéptido con CE de Env del VIH fusionado a un péptido sefial en combinaciéon con una construccion de acido
nucleico que codifica el polipéptido con CE de Env del VIH fusionado a una sefial de degradacion; y/o se puede utilizar
una construccién de acido nucleico que codifica un polipéptido con CE de Gag del VIH fusionado a un péptido sefial
en combinacién con una construccién de acido nucleico que codifica el polipéptido con CE de Gag del VIH fusionado
a una sefial de degradacidn. Por lo tanto, en una vacuna se pueden utilizar multiples construcciones que codifican un
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polipéptido con CE del VIH deseado.
Administracién de composiciones inmundgenas como péptidos

En algunos aspectos, los polipéptidos con CE, por ejemplo, los polipéptidos con CE de Gag o Env del VIH como los
de la presente divulgacién, se administran a un sujeto en forma de proteina. Por lo tanto, en algunos aspectos, a un
sujeto se le administran multiples, normalmente dos, polipéptidos con CE del VIH. Como se explica en el contexto de
la administracion de una construcciéon de acido nucleico, los polipéptidos con CE "administrados en combinacion"
pueden administrarse juntos o por separado. Por ejemplo, se puede administrar un primer polipéptido con CE antes
de (por ejemplo, desde 1 minuto a 60 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72
horas, 96 horas, 0 1 semana o0 mas) la administracion de un segundo polipéptido con CE.

También se puede administrar una proteina de longitud completa o una proteina de longitud sustancialmente completa
en forma de proteina. En un aspecto, se administra un polipéptido de longitud completa o un polipéptido
sustancialmente de longitud completa después de la administracién de un polipéptido con CE, de modo que el
polipéptido con CE actia como primovacunacion y el polipéptido de longitud completa, o el polipéptido sustancialmente
de longitud completa, es un refuerzo. En aspectos preferidos, el polipéptido de longitud completa o sustancialmente
de longitud completa se administra en una etapa de refuerzo que también comprende la administracién del polipéptido
o polipéptidos con CE. El refuerzo normalmente se administra entre dos semanas y una, dos, tres o cuatro meses o
mas tiempo, después de la administracion de las primovacunaciones iniciales. Una primovacunacion puede ser en si
misma una o multiples administraciones del polipéptido con CE. En algunos aspectos, se administra un refuerzo de
un polipéptido de longitud completa, o sustancialmente de longitud completa, en combinacién con una administracion
adicional del polipéptido(s) con CE, de modo que el polipéptido con CE no s6lo se administra como una etapa de
primovacunacion, sino como parte de la etapa de refuerzo que comprende administrar un polipéptido de longitud
completa o sustancialmente de longitud completa.

En algunos aspectos, tanto los acidos nucleicos de polipéptidos con CE de acuerdo con la divulgaciéon como las formas
proteicas de los polipéptidos con CE pueden administrarse a un sujeto en diversos momentos en una pauta de
vacunacion. De manera similar, las construcciones de acido nucleico que codifican una proteina de longitud completa,
0 una proteina sustancialmente de longitud completa, se pueden utilizar en pautas de vacunas que también emplean
formas proteicas de la proteina de longitud completa, o de la proteina sustancialmente de longitud completa. En
algunos aspectos, se puede administrar una proteina de longitud completa en forma de particula virica.

Evaluacion de la respuesta inmunitaria

Para evaluar el sistema inmunitario de un paciente durante y después del tratamiento y para evaluar adicionalmente
la pauta de tratamiento, se pueden medir varios parametros. Las medidas para evaluar las respuestas inmunitarias
incluyen: mediciones de anticuerpos en el plasma, suero u otros liquidos corporales; analisis de la proliferacién celular
in vitro en respuesta a un antigeno especifico, que indican la funcién de las células CD4+, y analisis de las respuestas
de CD8+. Dichos ensayos son bien conocidos en la materia. Por ejemplo, para medir los linfocitos T CD4+, muchos
laboratorios miden los niveles absolutos de linfocitos T CD4+ en sangre completa mediante un proceso multiplataforma
de tres etapas. Hay sistemas disponibles comercialmente para medir las células CD4+. Por ejemplo, hay sistemas
FAC disponibles comercialmente que miden automaticamente los linfocitos T CD4+, CD8+ y CD3+ absolutos.

Otras mediciones de la respuesta inmunitaria incluyen la evaluacién de las respuestas de CD8+. Estas técnicas son
bien conocidas. Se pueden medir las respuestas de los linfocitos T CD8+, por ejemplo, mediante el uso de tincién con
tetrameros de PBMC frescas o cultivadas (véase, por ejemplo, Altman, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 10330,
1993; Altman, et al., Science 274:94, 1996), o mediante ensayos de liberacion de interferén y, tales como ensayos
ELISPOT (véase, por ejemplo, Lalvani, et al., J. Exp. Med. 186:859, 1997; Dunbar, et al., Curr. Biol. 8:413, 1998;
Murali-Krishna, et al., Immunity 8:177, 1998), o mediante el uso de ensayos de citotoxicidad funcional.

Cantidad de virus

La viremia se mide mediante la evaluacion de la cantidad de virus en un paciente. Hay una variedad de métodos para
realizar esto. Por ejemplo, las concentraciones en plasma de ARN del VIH se pueden cuantificar mediante cualquiera
de los métodos de amplificacién diana (por ejemplo, reaccidén en cadena de la polimerasa RT cuantitativa [RT-PCR],
ensayo Amplicor HIV Monitor, sistemas moleculares Roche; o amplificacion basada en secuencias de acidos
nucleicos, [NASBA®], NucliSensTM HIV-1 QT assay, Organon Teknika) o métodos de amplificacion de sefiales (por
ejemplo, ADN ramificado [ADNr], ensayo de ADNr de ARN del VIH QuantiplexTM, Chiron Diagnostics). El método de
amplificacion de la sefial de ADNr amplifica la sefial obtenida de una diana de ARN del VIH capturada mediante el uso
de etapas secuenciales de hibridacién de oligonucleétidos, mientras que los ensayos de RT-PCR y NASBA® utilizan
métodos enzimaticos para amplificar el ARN del VIH diana en cantidades mensurables de producto de acido nucleico.
Las secuencias de ARN del VIH diana se cuantifican mediante la comparacién con patrones de referencia internos o
externos, dependiendo del ensayo utilizado.

Administracion de construcciones de acidos nucleicos
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Los acidos nucleicos para administracion a un sujeto se formulan para administraciéon farmacéutica. Aunque en las
composiciones farmacéuticas de esta invencion se puede emplear cualquier vehiculo adecuado conocido por los
expertos en la materia, el tipo de vehiculo variard de acuerdo con el modo de administracion. Para administracion
parenteral, incluida la inyeccidn intranasal, intradérmica, subcutanea o intramuscular o la electroporacién, el vehiculo
comprende preferentemente agua, solucién salina y opcionalmente un alcohol, una grasa, un polimero, una cera, uno
0 mas aminoacidos estabilizantes o un tampdn. Las tecnologias de formulacién generales son conocidas por los
expertos en la materia (véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (22.2 edicion), Allan,
ed; 2012, Lippincott Williams & Wilkins; Injectable Dispersed Systems: Formulation, Processing And Performance,
Burgess, ed., 2005, CRC Press; y Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins, 2000, Taylor &
Francis).

Las composiciones inmunogenas de ADN se pueden administrar una o varias veces. La vacunacién con ADN se
realiza mas de una vez, por ejemplo, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 10, 15, 20 0 mas veces segln sea necesario para inducir la
respuesta deseada (por ejemplo, una respuesta antigénica especifica o proliferacion de células inmunitarias). Se
pueden realizar maltiples administraciones, por ejemplo, quincenalmente, semanalmente, bimensualmente,
mensualmente, o con mayor 0 menor frecuencia, segin sea necesario, durante un periodo de tiempo suficiente para
lograr la respuesta deseada.

Las construcciones de acido nucleico de acuerdo con la invenciéon se administran a un hospedador mamifero. El
hospedador mamifero suele ser un ser humano o un primate. En algunas realizaciones, el hospedador mamifero
puede ser un animal doméstico, por ejemplo, canino, felino, lagomorfo, rodentia, rattus, hamster, murino. En otra
realizacion, el hospedador mamifero es un animal agricola, por ejemplo, bovino, ovino, porcino, equino, etc.

Las composiciones inmunoégenas que contienen las construcciones de expresion de ADN se pueden formular de
acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas por los expertos en la materia farmacéutica. Dichas
composiciones se pueden administrar en dosis y mediante técnicas bien conocidas por los expertos en la materia
médica teniendo en cuenta factores tales como la edad, sexo, peso y condicidén del paciente particular y la via de
administracion.

En aplicaciones terapéuticas, las vacunas se administran a un paciente en una cantidad suficiente para provocar un
efecto terapéutico, por ejemplo, una respuesta de CD8*, CD4* y/o anticuerpos a los antigenos del VIH-1 codificados
por las vacunas que detiene o retarda al menos parcialmente los sintomas, o y/o las complicaciones de la infeccion
por VIH. Una cantidad adecuada para lograr esto se define como "dosis terapéuticamente eficaz". Las cantidades
eficaces para este uso dependeran de, por ejemplo, la composicién particular de la pauta de vacunacion administrada,
la forma de administracion, el estadio y la intensidad de la enfermedad, el estado general de salud del paciente y el
criterio del médico prescriptor.

Las vacunas de acido nucleico se administran mediante métodos bien conocidos en la materia como se describe en
Donnelly et al. (Ann. Rev. Immunol. 15:617-648 (1997)); Felgner et al. (Patente de Estados Unidos n.° 5.580.859,
publicada el 3 de diciembre de 1996); Felgner (Patente de Estados Unidos n.° 5.703.055, publicada el 30 de diciembre
de 1997); y Carson et al. (Patente de Estados Unidos n.° 5.679.647, publicada el 21 de octubre de 1997). Un experto
en la materia sabria que la eleccidon de un vehiculo farmacéuticamente aceptable, incluyendo un compuesto
fisiolégicamente aceptable, depende, por ejemplo, de la via de administracién del vector de expresion.

Como se ha indicado anteriormente, las composiciones de ADN inmunégenas se pueden administrar a través de una
variedad de vias. Las vias de administracion tipicas incluyen la administracién parenteral, por ejemplo, via
intradérmica, intramuscular o subcutanea. La administracion de vectores de expresion de la invencidn al muisculo y
mediante electroporacion puede ser un método de administracién particularmente eficaz, que incluye inyecciones
intradérmicas y subcutdneas y la administracion transdérmica. La administracion transdérmica, tal como por
iontoforesis, también es un método eficaz para administrar vectores de expresion de la invencién al masculo. También
se puede emplear la administracion epidérmica de vectores de expresion de la invencién. La administracion epidérmica
implica irritar mecanica o quimicamente la capa mas externa de la epidermis para estimular una respuesta inmunitaria
al irritante (Carson et al., patente de Estados Unidos n.° 5.679.647).

Los acidos nucleicos se pueden administrar en solucién (por ejemplo, una solucién salina tamponada con fosfato)
mediante inyeccion, en general por via intravenosa, subcutanea o intramuscular. En realizaciones que emplean una
composicién de acido nucleico desnudo, la dosis de una composicion de acido nucleico desnudo es de
aproximadamente 1,0 ng a aproximadamente 10 mg para un paciente normal de 70 kilogramos. Las dosis subcutaneas
o intramusculares de acido nucleico desnudo (normalmente ADN) pueden variar de 0,1 yg a 100 ug para un paciente
de 70 kg que goza de buena salud en general. Por ejemplo, una vacuna de ADN contra el VIH, por ejemplo, de ADN
desnudo o polinucleétido en un portador acuoso, se puede inyectar en el tejido, por ejemplo, por via intramuscular o
intradérmica, en cantidades de 10 yl por sitio a aproximadamente 1 ml por sitio. La concentracion de polinucledétido en
la formulacién suele ser de aproximadamente 0,1 yg/ml a aproximadamente 4 mg/ml. En algunas realizaciones, el
ADN puede administrarse en cantidades de ng, por ejemplo a un nivel de 1 a 100 ng.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2959 642 T3

En aspectos en los que uno o mas de los componentes de una pauta de vacunaciéon se administran en forma de
proteina, la proteina normalmente se administra a una concentracién que se determina mediante técnicas conocidas
teniendo en cuenta consideraciones médicas con respecto al sujeto. Las dosis para la administracién de una
composicién polipeptidica incluian cantidades de miligramos o microgramos por kilogramo. Las dosis ilustrativas son
de aproximadamente 0,1 ug/kg a aproximadamente 500 mg/kg. Por ejemplo, las dosis pueden variar de
aproximadamente 1 pug/kg a aproximadamente 100 ug/kg o de aproximadamente 0,1 yg/kg a aproximadamente
50 ug/kg. En algunas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 0,5 ug/kg o mas, 1 ug/kg o mas, 2 ug/kg o mas,
5 pg/kg 0 mas, 10 yg/kg o mas, 25 ug/kg o mas, o 50 yg/kg o mas.

Tay como lo entiende un experto en la materia, las dosis pueden variar dependiendo de la via de administracion.

La proteina se formula mediante técnicas bien conocidas para la administracion que emplean diversas vias, por
ejemplo, administracion intravenosa, subcutanea, intramuscular, intranasal, transdérmica o intraperitoneal.

La vacuna puede administrarse en una solucion fisioldgicamente compatible, tal como PBS estéril. Las vacunas
también podran liofilizarse antes de su administracién. Como bien saben los expertos en la materia, la dosis puede
ser proporcional al peso.

Las composiciones incluidas en la pauta descrita en el presente documento para inducir una respuesta inmunitaria se
pueden administrar solas, o se pueden administrar de manera conjunta o secuencial con otras composiciones
inmundgenas, antigénicas, de vacuna o terapéuticas.

Las composiciones que también pueden administrarse con las vacunas incluyen otros agentes para potenciar o ampliar
la respuesta inmunitaria, por ejemplo, ligando IL-15, IL-12, IL-2 0 CD40, que se pueden administrar en intervalos de
tiempo especificos 0 administrarse de manera continua.

Ademas, las vacunas pueden formar complejos con otros componentes tales como péptidos, polipéptidos e hidratos
de carbono para la administracion. Por ejemplo, los vectores de expresion, es decir, los vectores de acido nucleico
que no estan contenidos dentro de una particula virica, puede formar complejos con particulas o perlas que se pueden
administrar a un individuo, por ejemplo, mediante una pistola de vacunas.

Las composiciones inmunoégenas también se pueden formular para administracion a través de las fosas nasales. Las
formulaciones adecuadas para administracion nasal, en donde el vehiculo es un sélido, incluyen un polvo grueso que
tiene un tamafio de particula, por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 10 a aproximadamente 500
micrémetros que se administra de la manera en que se toma el rapé, es decir, mediante inhalacién rapida a través de
las fosas nasales a partir de un recipiente con el polvo, sujetado cerca de la nariz. Las formulaciones adecuadas en
donde el vehiculo es un liquido para administracion como, por ejemplo, aerosol nasal, gotas nasales, 0 mediante la
administracion del aerosol por nebulizador, incluyen soluciones acuosas u oleosas del principio activo. Para mas
andlisis sobre la administracion nasal de vacunas relacionadas con el SIDA, se hace referencia a las siguientes
patentes, US 5.846.978, 5.663.169, 5.578.597, 5.502.060, 5.476.874, 5.413.999, 5.308.854, 5.192.668 y 5.187.074.

Las vacunas se pueden incorporar, si se desea, en liposomas, microesferas u otras matrices poliméricas (véase, por
ejemplo, Felgner et al., patente de Estados Unidos n.® 5.703.055; Gregoriadis, Liposome Technology, vols. | a lll (2.2
ed. 1993). Los liposomas, por ejemplo, que consisten en fosfolipidos u otros lipidos, son vehiculos no toxicos
fisiologicamente aceptables y metabolizables que son relativamente sencillos de preparar y de administrar. Los
liposomas incluyen emulsiones, espumas, micelas, monocapas insolubles, cristales liquidos, dispersiones de
fosfolipidos, capas lamelares y similares.

EJEMPLOS QUE ILUSTRAN LA INVENCION

Eiemplo 1. llustracién de respuestas inmunitarias mejoradas obtenidas con la primovacunaciéon con la construccién
con CE seguida de polipéptidos con CE de longitud completa como refuerzo

Este ejemplo evalu6 vacunas combinadas primarias y de refuerzo para aumentar la amplitud de la inmunidad. Ademas
de la primovacunacion con CE vy el refuerzo con moléculas de longitud completa, se descubrié que el uso de un
refuerzo que implicaba la administraciéon conjunta de CE y una molécula de longitud completa daba como resultado
una amplitud de las respuestas significativamente mejorada. Este refuerzo provocd ademas niveles mas elevados de
linfocitos T citotoxicos que centran las respuestas inmunitarias en los epitopos altamente conservados.

Método: este estudio se realizé utilizando una vacuna de ADNp con elementos conservados procedentes del virus de
la inmunodeficiencia de simios (VIS) que se disefi6 a partir de la proteina de la capside p27929 del VIS por analogia
con una vacuna con CE contra el VIH. La p279%9 del VIS es el producto del procesamiento proteolitico procedente de
la proteina p57929 del VIS de longitud completa. Se identificaron siete elementos altamente conservados dentro de la
proteina de la capside p2799 por (i) analogia con las secuencias de CE del VIH y (ii) conservacion de secuencias entre
las secuencias del VIS disponibles (Figura 1). Se generaron dos conjuntos de secuencias, p27CE1 y p27CE2, que se
diferencian en seis aa 'de alternancia'. Se probaron vectores de ADN que expresan las proteinas p27CE1 y p27CE2
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del VIS en macacos.

Los macacos (N = 14) recibieron vacunas con una mezcla de ADNp de p27CE1 y ADNp de p27CE2 del de VIS,
denominada como ADNp de p27 del VIS (Figura 2). Las respuestas inmunitarias celulares especificas de CE se
compararon en sangre. Se estimularon PBMC con un conjunto de péptidos especificos de CE del VIS y se mostré la
induccién de respuestas especificas de CE sélidas que variaban del 0,03 al 0,8 % del total de linfocitos T. Los linfocitos
T especificos de CE mostraron un fenotipo tanto de memoria central (CD28*, CD95") como de memoria efectora (EM,
CD28-, CD95%) con una fraccion significativa de linfocitos T citotéxicos (IFN-y*, granzima B*, CD107a*). En cambio,
solo ~60 % de los macacos vacunados (18 de 31 animales vacunados) con un plasmido que expresa Gag de longitud
completa del VIS desarrollaron respuestas que reconocian cualquier CE, aunque desarrollaron sélidas respuestas
inmunitarias celulares a regiones variables de gag. Estos datos son similares a los resultados encontrados en animales
vacunados con ADN de gag del VIH (Kulkarni et al., PLoS One;9:86254. 2014).

Para ampliar ain mas la potencia de la vacunacion de refuerzo, se compararon dos pautas diferentes utilizando
macacos primovacunados con ADNp con CE del VIS (Figura 3): (i) Como primovacunacion, los animales (N = 6)
recibieron vacunas de ADNp de p27CE y como refuerzo (1x) ADN de gag como se describié anteriormente (por
analogia con la pauta de refuerzo del VIH). (ii) Otro grupo de animales (N = 6) recibio una tnica vacuna de ADNp de
p27CE como vacuna primaria y como refuerzo la administracion conjunta (2x) de ADN con CE y de gag. Las
respuestas inmunitarias especificas de CE se midieron en sangre y las respuestas se mapearon utilizando grupos de
péptidos especificos para cada uno de los CE del VIS individuales.

Los animales primovacunados con ADNp de p27CE del VIS (N = 6) recibieron una vacunacion de refuerzo con un
plasmido que expresaba el ADNp de p579%9 del VIS de longitud completa (Figura 4). Esto dio como resultado un
aumento significativo en las respuestas especificas de CE, lo que corrobora la observaciéon de los estudios de
primovacunacién con p24CE del VIH y de refuerzo con ADN de gag. Por lo tanto, tanto la vacuna de ADN de p27CE
del VIS como la vacuna de ADNp de p24CE del VIH comparten la caracteristica Unica de inducir de manera eficaz
respuestas inmunitarias a epitopos subdominantes de Gag, lo cual sélo se logra de manera ineficaz mediante la
vacunacion con ADN que expresa Gag de longitud completa. También se demostré que para ambas vacunas con CE,
un refuerzo con ADNp de gag aumento significativamente la magnitud de estas respuestas.

El otro grupo de macacos primovacunados con CE (N = 6) recibi6é una vacuna de refuerzo mediante la administracion
conjunta del ADN con CE y un plasmido que expresa el ADNp de p5799 del VIS de longitud completa (Figura 5). La
comparacion de la magnitud de las respuestas inmunitarias obtenidas tras la 1.2 y 2.2 vacunacion de refuerzo mostro
un aumento significativo (p = 0,0022) de la magnitud de las respuestas de linfocitos T especificos de CE tras el 2.°
refuerzo (Figura 5) alcanzando respuestas de hasta ~2 % del total de linfocitos T circulantes. Estos datos muestran
que la inclusion de dos vacunas de refuerzo es ventajosa para aumentar la magnitud de las respuestas especificas de
CE.

Si bien ambas pautas de refuerzo condujeron a un marcado aumento en la magnitud de las respuestas de CE,
alcanzando niveles similares, se encontrdé una diferencia fundamental en la amplitud de las respuestas (Figura 6). El
mapeo de las respuestas a CE individuales en los macacos primovacunados con CE (N-14) mostré una tasa de
respuesta de 1 a 4 CE por animal (Figura 6). El mapeo de las respuestas suscitadas por el refuerzo solo con ADN de
gag reveld el reconocimiento de 1 a 3 CE por animal (Figura 6). Por lo tanto, no se encontrd ningdin cambio en la
amplitud al incluir la vacunacion de refuerzo adicional con ADN de gag (sistemas modelo del VIS y VIH). En cambio,
el refuerzo en animales primovacunados con CE mediante la administracién conjunta de ADN con CE y de gag dio
como resultado una mayor amplitud de las respuestas que reconocian de 2 a 6 CE por animal, siendo los 7 CE
inmunégenos (Figura 6). La comparacion de la tasa de respuesta (nUmero de CE positivos por animal) mostré un
aumento significativo (p = 0,0195, Prueba de Mann Whitney) en la amplitud mediante la administracién conjunta de
ADNp con CE y de gag como refuerzo.

Las respuestas inmunitarias especificas de CE inducidas se examinaron mas a fondo en busca de marcadores de
citotoxicidad (Figura 7). El analisis de los subconjuntos de linfocitos T CD4 y CD8 mostré un aumento significativo de
células especificas de CE que albergan granzima B y son capaces de desgranularse (CD107a*) en los animales que
recibieron el refuerzo de administracién conjunta de ADN con CE y de gag. Se representan graficamente las
respuestas citotoxicas especificas de CE dentro de la poblacion total de linfocitos T. Por lo tanto, la administracion
conjunta de ADN gag y con CE del de VIS como refuerzo no solo amplié las respuestas de los linfocitos T Gag, también
indujo respuestas de linfocitos T citotoxicos especificas de CE mas soélidas.

Por lo tanto, los datos obtenidos con la vacuna de ADN de p27CE del VIS demuestran que una vacunacion de refuerzo
que incluya la administracion conjunta de ADNp con CE y de gag proporciona un aumento significativo en la amplitud
de las respuestas especificas de CE en comparacion con una pauta que utilizaba solo el refuerzo de ADNp de gag.
Se propone la administraciéon conjunta de ADNp con CE y ADNp que expresa la proteina de longitud completa como
refuerzo para maximizar la induccién de respuestas de linfocitos T a epitopos subdominantes de Gag del VIH y esta
estrategia se esta probando actualmente.

En conjunto, estos datos corroboran la observacion original que demuestra que la primovacunacién con CE como
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vacuna (ADN, vector virico, proteina) es importante para permitir el desarrollo de respuestas inmunitarias a epitopos
subdominantes. El ajuste de la vacunacién de refuerzo mediante la inclusién de la administracién conjunta con CE y
la molécula inalterada de longitud completa ofrece una ventaja adicional para optimizar la amplitud y la calidad de las
respuestas inmunitarias. Esta pauta es mas eficaz que la primovacunacién con ADN con CE y el refuerzo con ADN de
gag incluso cuando se administraron refuerzos adicionales de ADN de gag.

En los seres humanos, las respuestas inmunogénicas se evaluaran en un ensayo que incluye la primovacunacion con
el ADN de p24CE del VIH (0, mes 2) seguida de 2 vacunas de refuerzo utilizando la administracién conjunta de ADN
de p24CE y ADN de p55gag (meses 4 y 6). En macacos, no se identificaron diferencias significativas entre 2y 3
vacunaciones de ADN con CE, por lo tanto, se prevén dos primovacunaciones para fortalecer la etapa de
primovacunacion. Se aplicaran dos vacunas de refuerzo porque en el modelo de macaco, 2 refuerzos de
administracién conjunta proporcionaron mejores resultados. Este ensayo emplea un ADNp de p24CE1/2 de doble
promotor (codigo de plasmido 306H, figura 8A) que abarca 5577 pares de bases (pb) y codifica los dos genes p24CE
de expresiodn optimizada a partir de un unico vector de expresion eucariota pDP.CMVkan, un derivado de pVR1012
(Hartikka et al., 1996). El gen p24CE1 se expresa a partir del promotor del citomegalovirus humano (hCMV) y finaliza
mediante la sefial de poliadenilacidn (poliA) de la hormona del crecimiento bovino (BGH, del inglés bovine growth
hormone). El gen p24CE2 se expresa a partir del promotor CMV de simio (SCMV) y finaliza mediante la sefial de poliA
del virus vacuolante de simio 40 (SV40). Las proteinas P24CE1 y p24CE2 contienen el péptido sefial de GM-CSF de
17 aminoacidos (GenBank: AAA98768.1), que afecta favorablemente a la localizacion y estabilidad de las proteinas
p24CE1 y p24CE?2, asi como a la naturaleza de las respuestas inmunitarias provocadas (Kulkarni et al., 2013, citado
anteriormente). Las secuencias de ambos genes estan optimizadas para mejorar la expresion en células humanas.

En el refuerzo se utiliza un plasmido que codifica p55gag junto con el plasmido p24CE. El ADNp de p55gag (codigo
de plasmido 114H, figura 8B) abarca 5518 pb y codifica la proteina p55gag de longitud completa del VIH-1 (clado B;
GenBank NP_057850.1). La proteina p55gag tiene una longitud de 500 aminodacidos y contiene el producto de
procesamiento proteolitico, p24gag, ubicado entre los aa 133 y 363. El gen p55gag de expresidon optimizada se
sintetiz6 quimicamente y se insertd en el plasmido de expresion eucariota pCMVkan bajo el control del
potenciador/promotor temprano inmediato de hCMV y se terminé mediante |a sefial de poliA de BGH. La estructura
principal del plasmido pCMVkan procede de pVR1012 (Hartikka et al., 1996). pCMVkan comparte la estructura
principal con pDP.CMVkan, pero carece del promotor de CMV de simio y de la sefial de poliadenilacion de SV40.

La aplicacién de este método no se limita al VIH, sino que puede modularse para abordar la induccién de respuestas
inmunitarias a cualquier epitopo subdominante (celular o humoral) para aumentar la amplitud, magnitud y calidad de
las respuestas inmunitarias.

Ejemplo 2. La vacunaciéon con ADN de Env induce respuestas inmunitarias celulares especificas de clados cruzados

en ratones

Resultados
Vacunas de ADN con elementos conservados

Se identificd un conjunto de elementos conservados (CE) en la proteina Env del VIH (Figura 9). Este ejemplo describe
la identificacién de 12 elementos conservados en Env del VIH de 11, 14, 21, 15, 23, 21, 13, 12, 14, 43,20 y 13 aa de
longitud (Figura 10). Cada segmento de CE esta separado por enlazadores de 3 aminoacidos de longitud, compuestos
de alanina y algunos de los cuales también contienen valina, acido glutamico, lisina, acido aspartico, fenilalanina o
glicina, disefiados para facilitar el procesamiento de la proteina. Se insertaron genes Env-CE1 y Env-CEZ2 sintéticos
de expresidn optimizada en un vector de expresidn eucariota pCMVkan entre el promotor de CMV humano y la sefial
de poliA de la hormona de crecimiento bovina. pCMVkan esta optimizado para un crecimiento 6ptimo en bacterias
(kanR) y la expresion del inserto en células de mamiferos.

Las regiones para inclusidn/exclusion de la vacuna se seleccionaron en funcion de si las respuestas inmunitarias a
dichas regiones estaban asociadas con el control virolégico o la falta de control. Se disefiaron y sintetizaron dos
versiones de estas proteinas sintéticas (Env-CE1 y Env-CE2), cada una de las cuales estd compuesta por 12
elementos conservados que difieren en 0 a 5 aminodacidos por elemento conservado (CE) para maximizar la inclusion
de las variantes cominmente detectadas (Véase la tabla 1). Estos CE se dispusieron colinealmente y se separaron
mediante enlazadores de aminoacidos cortos (por ejemplo, 3 aminoacidos) disefiados para facilitar el procesamiento
de la proteina y evitar los neoantigenos. Las secuencias codificantes se optimizaron con ARN/codon de acuerdo con
el método de optimizacion de ARN de Pavlakis y Felber (Patentes de Estados Unidos n.® 5.972.596; 5.965.726;
6.174.666;, 6.291.664; 6.414.132; 6.794.498) y se disefiaron para utilizar codones alternativos para maximizar la
expresion en células humanas. Se colocaron secuencias de expresion optimizada en un vector plasmido de ADN
eucariota.

En una realizacion ilustrativa, se utilizé una combinacion de los dos plasmidos para vacunar 4 macacos (Figura 11).

Este estudio mostro la induccidn de respuestas inmunitarias celulares especificas de CE sélidas (del 0,1 al 0,8 % de
los linfocitos T), mediada principalmente por linfocitos T CD8+. (Figura 12). El mapeo fino mostro que 6 de los 12 CE

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2959 642 T3

eran inmundgenos (Figura 15). La vacuna indujo respuestas de linfocitos T de memoria CD8 y CD4 de tipo central y
efectora (Figura 13). Esta vacuna también indujo respuestas especificas de CE con una fraccion significativa de
linfocitos T CD8+ con fenotipo citotéxico (Granzima B+ y CD107a+) (Figura 14). Por lo tanto, la vacuna de ADN Env-
CE indujo respuestas inmunitarias celulares con las caracteristicas deseadas para una vacuna de linfocitos T eficaz.
Ademas de la inmunidad celular, la vacuna de ADN Env-CE también indujo respuestas inmunitarias humorales. Los
anticuerpos podrian detectar el inmundgeno asi como Env del clado B y del clado C mediante transferencia Western
(Figura 22). El anticuerpo también podria detectar la gp120 del VIH mediante ELISA (Figura 20).

En cambio, la vacunacién de macacos (N = 9) con ADN de Env completo no logré desarrollar respuestas peptidicas
lineales especificas de CE en el 50 % de los macacos o indujo respuestas deficientes a solo 1 0 2 CE (Figura 16) y no
pudo detectar el inmunégeno en las transferencias Western. Esto indica que los 12 CE de Env no son inmunégenos
cuando estan presentes con la proteina Env completa, probablemente debido a interferencia inmunolégica con otros
epitopos y, por lo tanto, no es capaz de inducir respuestas de novo.

La implementacién de una pauta primaria y de refuerzo utilizando la primovacunacién con ADN Env-CE seguida del
refuerzo con Env inalterado (Figuras 17, 18 y 19), demostré un gran aumento tanto de las respuestas celulares
(incluidas las citotéxicas) como de las respuestas humorales. En particular, se encontrd un gran aumento de la
respuesta peptidica lineal a los CE, que no se encuentra en los macacos vacunados con ADN de Env. Aunque ineficaz
a la hora de generar respuestas de novo a los CE, el refuerzo con el ADN de Env inalterado aument6 potentemente
la inmunidad preexistente. Esta pauta vacunal logré asi una alteracion eficaz en la jerarquia inmunolégica.

Por lo tanto, estos datos indican que Env-CE1 y Env-CE2 del VIH son inmunégenos eficaces para inducir respuestas
celulares y humorales y cumplen los criterios basicos de inducir respuestas a regiones altamente conservadas de Env
que no son vistas por el sistema inmunitario como parte de la Env inalterada (inmunojerarquia alterada) y las
respuestas son reactivas entre clados (amplitud entre clados mejorada).

Como se muestra en los datos ilustrativos proporcionados en el presente documento, el uso de Env de longitud
completa falla o solo induce de manera deficiente respuestas a las regiones conservadas de la proteina. Esto llevo a
la hipétesis de que los epitopos de CE dentro de la proteina Env no son inmunégenos debido a un procesamiento y
presentacion subdptimos 0 a una jerarquia de inmunodominancia que centra las respuestas en epitopos variables.
Para abordar esto experimentalmente, los macacos primovacunados con ADN Env-CE recibieron una vacuna de
refuerzo de ADN de Env con la expectativa de que no se produjera un refuerzo de las respuestas de CE (si no hay
procesamiento y presentacion de péptidos que contienen CE de Env) o de que se produjera un refuerzo de las
respuestas de CE (si se puede alterar la jerarquia de inmunodominancia mediante primovacunacion con CE). De
hecho, se encontrd un fuerte aumento de la inmunidad en macacos primovacunados con CE que recibieron un refuerzo
con ADN que expresaba Env inalterada.

Por tanto, la primovacunacion con ADN Env-CE y el refuerzo con plasmido que exprese Env inalterado pueden resolver
un obstaculo importante en el desarrollo de una vacuna contra el VIH, lo que demuestra la alteracion de la jerarquia
de reconocimiento de epitopos y el desarrollo de respuestas inmunitarias a epitopos altamente conservados
subdominantes potencialmente protectores. El refuerzo con la vacuna de ADN de Env aumenta la magnitud, amplitud
y polifuncionalidad de las respuestas celulares, asi como la amplitud de la inmunidad humoral contra Env, dirigiéndose
a epitopos dentro de los elementos altamente conservados, asi como fuera de Env-CE.

Identificacion de regiones con elementos conservados

El éxito de una vacuna con elementos conservados (1) depende de la capacidad de identificar caracteristicas
importantes de las proteinas viricas. Estudios recientes han demostrado que las mutaciones en sitios altamente
conservados mostraron diversos grados de impacto en la aptitud, de perjudicial a insignificante (2-5) a creciente (6).

Ademas, se ha demostrado que las mutaciones en sitios que permanecen conservados a lo largo del tiempo tienen
un mayor coste de aptitud que las mutaciones de aminoacidos que se volvieron dominantes (y, por lo tanto, se calcula
que se conservaran) mas tarde en la pandemia (2). De hecho, las cepas de VIH estan continuamente siendo impresas
por los tipos de HLA humanos que se encuentran en diferentes poblaciones humanas (7,8). Por lo tanto, la
conservacion de la secuencia puede cambiar a medida que el virus continda evolucionando y adaptandose a la
inmunidad del hospedador, y la conservacion de la secuencia contemporanea puede no ser suficiente para identificar
sitios con cometidos funcionales o estructurales fundamentales. Por lo tanto, se utilizé la conservacion de secuencias,
asi como otras caracteristicas, para identificar los elementos conservados que se utilizaran en las presentes vacunas.
El grado de conservacion necesario para su inclusién como CE de Env fue de al menos un 90 % en todo el grupo M
del VIH-1 y, por lo general, al menos un 98 %. Sin embargo, este requisito podria flexibilizarse si hubiera datos
disponibles en la bibliografia que asociaran un CTL o un epitopo de anticuerpo, dentro los CE, con control virologico
(como lo demuestra la baja carga virica). Si un epitopo se asocié con falta de control viroldgico (carga virica elevada),
su secuencia se excluyé de la inclusiéon en un CE. Los criterios para asignar control virolégico o falta de control varian
en la bibliografia. Por ejemplo, Mothe (9) y Matthews (10) utilizaron una carga virica <2.000 moléculas de ARN del VIH
por mililitro de plasma sanguineo para indicar control.
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Se utilizaron sitios de alternancia para crear dos versiones de la mayoria de CE. Un sitio de alternancia representa un
sitio de aminoacidos en el que la conservacion puede ser baja, pero en el que dos aminoacidos combinados
representan la gran mayoria de las secuencias de todas las secuencias del grupo M del VIH-1 conocidas, normalmente
del 98 al 100 %. Los subtipos B del grupo M del VIH-1, que se encuentran principalmente en América y Europa
occidental, y el subtipo C que se encuentra principalmente en Sudafrica e India, representan la mayoria de los datos
de secuencia disponibles y juntos representan >60 % de todas las infecciones por VIH-1. Los sitios de alternancia a
menudo representan aa que estan altamente conservados en el subtipo B o C, y las secuencias CE1 y CE2
corresponden a los aa mas asociados con los subtipos B y C, respectivamente, si el consenso o los restos de la
segunda variante mas comun diferian. Otro medio de coordinar sitios de alternancia es asociar aminoacidos
covariantes (11, 12).

Otras caracteristicas que resultaron en una relajacion del requisito del 90 % fueron una asociacién con una funcién
conocida o un escape de CTL que dio como resultado una pérdida de aptitud virica, 0 una extensién sustancial de la
longitud de un CE. Por ejemplo, la regién del bucle de unién a CD4 de la proteina Env del VIH corresponde a una
regidn que se une a anticuerpos ampliamente neutralizantes y esta regién se incluye como CE10 y CE19. Para incluir
esta regidn, se emplearon siete sitios de alternancia y se incluyd un resto en CE10 sin alternancia que tenia un nivel
de conservacion de solo el 79 %. En otro ejemplo, un CE muy largo (CE14,; 43 aa) se incluy6 lo que permitié cinco
sitios de alternancia y un resto se conservo solo a un nivel del 84 % en todo el grupo M del VIH-1. Sin embargo, este
sitio se conservd en un 97 % y un 99 % en los subtipos B y C del grupo M del VIH-1 y no fue evidente ningun sitio de
alternancia obvio. En algunos casos se generaron CE alternativos al relajar ain mas los criterios para extender un CE
de primera generacidn en un intento de aumentar su inmunogenia.

A continuacion, se probé la capacidad de los modelos computacionales basados en estructuras para asignar sitios de
mutaciones que desestabilizarian la estructura de la proteina como un medio para identificar dianas vulnerables para
su inclusion en las vacunas de CE. Este enfoque se aplico por primera vez a la proteina de la capside del VIH, para la
cual se dispone de datos estructurales tridimensionales mas completos. Rara vez se encontraron mutaciones
desestabilizadoras previstas en una base de datos de 5811 secuencias codificantes de la proteina de la capside del
VIH-1, sin que ninguna esté presente con una frecuencia superior al 2 %. Sin embargo, el 90 % de las variantes con
altas puntuaciones de inestabilidad de un conjunto de 184 variantes de la capside cuya capacidad de replicacién o
infectividad se ha estudiado in vitro tenia estructuras de la capside andmalas y una infectividad virica reducida. En
funcion de estas puntuaciones de inestabilidad, se identificaron 45 sitios en la proteina de la capside propensos a
mutaciones desestabilizadoras. Mediante la aplicacién de este método a las secuencias de las proteinas de la capside,
se incluyeron 9 sitios adicionales en una segunda generacién de CE. Mas de la mitad de estos sitios son dianas de
uno 0 mas inhibidores conocidos de la funcidn de la capside (Tabla 3). Las regiones de la capside enriquecidas con
estos sitios también se superponen con péptidos que se ha demostrado que inducen respuestas inmunitarias celulares
asociadas con cargas viricas mas bajas en individuos infectados.

También se desarrollé una métrica de puntuacién conjunta que tiene en cuenta tanto la conservacion de la secuencia
como la estabilidad de la estructura de las proteinas. Esto funciond mejor para identificar mutaciones perjudiciales que
la conservacion de la secuencia o la informacion de estabilidad de la estructura por si sola (Tabla 2). El enfoque
computacional de estabilidad de secuencia-estructura proporciona asi un método adicional para identificar elementos
conservados adecuados para su uso en una composicién inmunégena que emplea elementos conservados como se
describe en el presente documento para polipéptidos del VIH. También se identificaron veintian sitios en Env como
propensos a mutaciones desestabilizadoras, 11 de los cuales estan incluidos en CE del VIH.

También se desarrollé una métrica de puntuacién conjunta que tiene en cuenta tanto la conservacion de la secuencia
como la estabilidad de la estructura de las proteinas. Esto funciond mejor para identificar mutaciones perjudiciales que
la conservacion de la secuencia o la informacion de estabilidad de la estructura por si sola (Tabla 2). El enfoque
computacional de estabilidad de secuencia-estructura proporciona un método adicional para identificar elementos
conservados adecuados para su uso en una composicién inmunégena que emplea elementos conservados como se
describe en el presente documento para polipéptidos del VIH.

Métodos detallados para la prediccion de la estabilidad estructural.

Inicio de estructuras tridimensionales. El hexamero de la capside, PDB ID 3H4E (13), y la forma dimera del dominio
carboxiterminal de la capside, PDB ID 1A43 (14), se utilizaron como estructuras molde para mutaciones en el dominio
aminoterminal (NTD; restos 1 a 147) y el dominio carboxiterminal (CTD; restos 148 a 219, incluida la region
enlazadora), respectivamente. Si bien la estructura hexamera de la capside conocida también incluye CTD, que no
contiene la interfaz de dimerizacion CTD, ha demostrado ser fundamental para la estructura y funcion de la capside
madura (15-17). Por tanto, también se utilizé el dimero CTD (14). Los ultimos 13 restos faltaban en el extremo C de
las estructuras molde y, por tanto, se excluyeron del analisis.

Se utiliz6 como molde una estructura cristalina de alta resolucion de una Env trimérica de prefusién con los anticuerpos
eliminados www website rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=4TVP. Como todavia no se ha dilucidado
ninguna estructura de alta resolucion de la proteina Env del VIH-1 con todas las secuencias de bucle variables
identificadas, es posible que estas predicciones no cubran todas las mutaciones que afectan a la funcién de las
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proteinas.

Mutagénesis por ordenador. Los 19 posibles cambios de aminoacidos se introdujeron por ordenador en cada posicion
de las proteinas de la capside y Env del VIH-1 de una en una. También se generaron y utilizaron como conjunto de
control estructuras de referencia en las que el aminodcido inicial se reintrodujo en la estructura.

Se aplicaron dos enfoques de modelado de mutaciones por ordenador: Los modelos de estructura fija exploran la
conformacién de la cadena lateral que mejor se adapta, mientras que los atomos de la cadena principal del resto
mutado se mantienen sin cambios desde la posicion original en la estructura del molde. Los atomos de la cadena
lateral del resto mutado se reemplazaron por los del nuevo aminoacido. La conformacién de la cadena lateral que
mejor se ajusta se seleccioné utilizando el programa SCWRL versién 4.0 (18). A continuacion, el modelo se ejecut6 a
través de 200 etapas de minimizacién de energia para eliminar choques atdmicos o restricciones internas generadas
por el reemplazo de cadenas laterales utilizando el campo de fuerza CHARMM, tal como se implementa en el programa
NAMD version 2.8 (19). Los modelos de estructura principal flexible permiten que los atomos de la cadena principal
se muevan junto con las cadenas laterales y se selecciona la combinacion que mejor se ajusta. Estos se generaron
en el paquete de programas FOLDX (20) usando la funcién BUILDMODEL con parametros predeterminados. Este
método permite mover las cadenas laterales vecinas para explorar conformaciones alternativas de la estructura
principal.

Puntuaciones de la estabilidad de proteinas. Se utilizaron dos tipos de funciones de puntuacion de proteinas para
evaluar modelos mutantes: La funcién de puntuacién estadistica dependiente de la distancia atdmica denominada
energia proteica discreta optimizada (DOPE, del inglés Discrete Optimized Protein Energy) (21) y la funcién de energia
del campo de fuerza empirica denominada funcion de energia FOLD-X (FOLDEF) (22). DOPE es parte del paquete
de modelado de proteinas MODELLER (http://salilab.org/modeller/) (23). FOLDEF forma parte del conjunto de
programas FOLDX (http://foldx.crg.es/) (20). Ambos programas se ejecutaron utilizando parametros predeterminados.

Conjunto de datos de secuencia y frecuencias de bases de datos de aminoacidos. Las secuencias codificantes
completas de Gag y Env del subtipo B del VIH-1 se descargaron de la base de datos del VIH (HIVDB,
http://iwww.hiv.lanl.gov/). Se excluyeron cualquier secuencia con hipermutaciones (24), codones de parada temprana,
mutaciones por cambio de marco o aminoacidos ambiguos. Se prepard una alineacién de secuencia mdltiple usando
MUSCLE (25) y después se edit6 manualmente usando Mesquite (26). A continuacidn, se calculé la frecuencia de la
base de datos de cada aminoacido en cada sitio en la alineacion final utilizando un script perl
(http://indra.mullins.microbiol.washington.edu/perlscript/docs/CountAAFreq.html).

Para identificar regiones candidatas para el disefio de inmunédgenos de vacunas de CTL, se buscaron las secuencias
de Envy de la capside en ventanas deslizantes de 15 aminoacidos, un aminoacido a la vez y se conté el nimero de
sitios propensos a mutaciones desestabilizadoras dentro de cada ventana. Se seleccion6 la ventana de tamafio 15
para cubrir la longitud de los epitopos CD4 y CD8 conocidos (27). Si se predijera que menos del 70 % de las posibles
sustituciones de aa darian como resultado una estructura estable, entonces se considerd que el sitio era
estructuralmente vulnerable. En la medida de lo posible, dados otros criterios, los sitios estructuralmente vulnerables
se incluyeron en los CE.

Puntuacion de estabilidad de estructura de secuencia compuesta. Se derivé una puntuacion compuesta a partir de la
frecuencia de la base de datos de mutaciones y la puntuacién FOLDEF del modelo de estructura principal flexible
mutante. En primer lugar, todas las mutaciones se clasificaron segan la frecuencia de la base de datos en orden
ascendente. Las mutaciones con la frecuencia de base de datos mas baja, es decir, un 0 %, recibieron el rango de
frecuencia mas baja. A continuacidn, todas las mutaciones se clasificaron segun la puntuacién FOLDEF en orden
descendente, es decir, los modelos mutantes con la puntuacion de estabilidad mas elevada recibieron el rango de
estabilidad mas baja. Para cada mutacion, los dos rangos se sumaron para obtener una puntuacién compuesta.

El enfoque combinado de secuencia y estructura descrito en el presente documento tiene el potencial de servir como
herramienta de deteccién de dianas para el desarrollo de vacunas y farmacos contra el VIH. Una limitacion de este
trabajo es que solo se estudiaron cambios de aminoacidos individuales, mientras que pueden surgir mutaciones
compensatorias durante la infeccion virica que pueden restaurar la estabilidad y funcion de las proteinas (Chang, 2011;
Gong, 2013; Liu, 2014). Ademas, todos los datos de secuencia, estructura y experimentales utilizados en los presentes
andlisis se obtuvieron utilizando virus del VIH-1 del subtipo B. Los estudios sobre el efecto de patrones mutacionales
mas complicados sobre la estabilidad de las proteinas en miltiples origenes genéticos proporcionaran mas
informacion para identificar dianas deseables para las vacunas y terapias contra el VIH. Finalmente, la conservacion
de aminoacidos también se puede evaluar mediante la ponderacion de las sustituciones de aminoacidos especificos
por la similitud en las propiedades fisicoquimicas con el aminoacido inicial.
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Tabla 1. Secuencias ilustrativas de elementos conservados de la Env del VIH
Los restos de aminoacidos que difieren entre las dos secuencias de elementos conservados alternativos en
cada conjunto estan subrayados.

EnvCE6 WVTVYYGVPVW (SEQ ID NO: 1)
EnvCE1-1 HNVWATHACVPTDP (SEQ ID NO: 2)

EnvCE1-2 HNIWATHACVPTDP (SEQ ID NO: 3)

EnvCE7-1 ISLWDQSLKPCVKLTPLCVTL (SEQ ID NO: 4)
EnvCE7-2 ISLWDESLKPCVKLTPLCVTL (SEQ ID NO: 5)
EnvCES-1 FEPIPIHYCIPAGFA (SEQ ID NO: 6)

EnvCES-2 FDPIPIHYCAPAGYA (SEQ ID NO: 7)

EnvCE9-1 VQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAE (SEQ ID NO: 8)
EnvCE9-2 VQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAE (SEQ ID NO: 9)
EnvCE10-1 SGGDPEIVMHSFNCGGEFFYC (SEQ ID NO: 10)
EnvCE10-2 AGGDLEITTHSFNCRGEFFYC (SEQ ID NO: 11)
EnvCE11-1 DNWRSELYKYKW (SEQ ID NO: 12)

EnvCE11-2 NNWRSELYKYKVV (SEQ ID NO: 13)
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EnvCE12-1 ARRRVVQREKRA (SEQ ID NO: 14)

EnvCE12-2 AKRRVVEREKRA (SEQ ID NO: 15)

EnvCE13-1 GFLGTAGSTMGAAS (SEQ ID NO: 16)

EnvCE13-2 GFLGAAGSTMGAAS (SEQ ID NO: 17)

EnvCE14-1 LTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQAR (SEQ ID
NO: 18)

EnvCE14-2 LTVQARQLLSGIVQQQSNLLKAIEAQQHMLQLTVWGIKQLQTR (SEQ ID
NO: 19)

EnvCE15-1 WLWYIKIFIMIVGGLYGLRI (SEQ ID NO: 20)

EnvCE15-2 WLWYIRIFIMIVGGL]GLRI (SEQ ID NO:; 21)

EnvCE16-1 RVRKGYSPLSLQT (SEQ ID NO: 22)

EnvCE16-2 RVRQGYSPLSFQT (SEQ ID NO: 23)

EnvCE alternativas:

EnvCE17-1 PIPIHYCAPAGFAILKC (SEQ ID NO: 70)

EnvCE17-2 PIPIHYCTPAGYAILKC (SEQ ID NO: 71)

EnvCE18-1 NVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAE (SEQ ID NO: 72)

envCE18-2 NVSSVQCTHGIKPWSTQLLLNGSLAE (SEQ ID NO: 73)

EnvCE19-1 GGDPEIVMHTFNCGGEFFYC (SEQ ID NO: 74)

envCE19-2 GGDLEITTHSFNCRGEFFYC (SEQ ID NO: 75)

EnvCE20-1 CRIKQIINMWQ (SEQ ID NO: 76)

EnvCE20-2 CKIRQIVNRWQ (SEQ ID NO: 77)

EnvCE21-1 GGDMRDNWRSELYKYKVV (SEQ ID NO: 78)

EnvCE21-2 GGNMKDNWRSELYKYKVV (SEQ ID NO: 79)

envCE22-1 LTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLAQLTVWGIKQLQARVLA (SEQ ID NO: 80)
envCE22-2 LTVQARQLLSGIVQQQSNLLKAIEAQQHMLQLTVWGIKQLQTRVLA (SEQ ID NO: 81)
EnvCE23-1 DQQLLGIWGCSGKLIC (SEQ ID NO: 82)

EnvCE23-2 DQQLLGLWGCSGKLIC (SEQ ID NO: 83)

EnvCE24-1 WLWYIKIFIMIVGGLVGLRI (SEQ ID NO: 84)

EnvCE24-2 WLWYIRIFIMIVGGLIGLRI (SEQ ID NO:; 85)
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SEQ ID NO: 24. Secuencia polipeptidica inmunogena con el elemento conservado 1 de Env que comprende 12
elementos conservados: CE6, CE1-1, CE7-1, CE8-1, CE9-1, CE10-1, CE11-1, CE12-1, CE13-1, CE14-1, CE15-1 y
CE16-1. Los aminoacidos enlazadores entre los elementos conservados individuales estan subrayados.

WVTVYYGVPVWAAVHNVWATHACVPTDPAAE ISTWDOSLKPCVKLTPLCVTLGAKFEPIPTH
YCTPAGFAGAKVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEAADSGGDPEIVMHS FNCGGEFFYCGAKD
NWRSELYKYKVVAAKARRRVVOREKRAGAVGFLGTAGS TMGAASVAVLTVQARLLLSGIVQQ
OQNNLLRATEAQOHLLQLTVWG IKQLOQARAADWLWY IKIFIMIVGGLVGLRIAAFRVRKGYSP
LSLQT

SEQ ID NO: 25. Secuencia polipeptidica inmundgena con el elemento conservado 2 de Env que comprende 12
elementos conservados: CE6, CE1-2, CE7-2, CE8-2, CE9-2, CE10-2, CE11-2, CE12-2, CE13-2, CE14-2, CE15-2y
CE16-2. Los aminoacidos enlazadores entre los elementos conservados individuales estan subrayados.

WVTVYYGVPVWAAVHNIWATHACVPTDPAAEISLWDESLKPCVKLTPLCVTLGAKFDPIPIH

YCAPAGYAGAKVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEAADAGGDLEITTHSEFNCRGEFEFYCGAKN
NWRSELYKYKVVAAKAKRRVVEREKRAGAVGEFLGAAGS TMGAASVAVLTVOARQLLSGIVQQ

QSNLLEATEAQOHMLOLTVWGIKQLOTRAADWLWY IRTFIMIVGGLIGLRIAAFRVROGYSP
LSEQT

SEQ ID NO: 69
Figura 25 Secuencia de aminoacidos de la construccion con CE que contiene Env-CE1_V1V2

MRVTEIRKSYQHWWRWGIMLLGILMICNAEEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCAS
DRKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVELKNVTENFNMWKNNMVEQMHEDIISL
WDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTDLRNATNGND TNTTSSSRGMVGGGEMKNCSFNITT
NIRGKVQKEYALFYKLDIAPIDNNSNNR YRLISCGAKFEPIPIHY CTPAGFAGAKVQC
THGIRPVVSTQLLLNGSLAEAADSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCGAKDNWRSELYK
YKVVAAKARRRVVQREKRAGAVGFLGTAGSTMGAASVAVLTVQARLLLSGIVQQQ
NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARAADWLW YIKIFIMIVGGLVGLRIAAFRVRK
GYSPLSLQT

Disposiciones alternativas de EnvCE (orden Env CE):

EnvCE6, EnvCE1-1, EnvCE7-1, EnvCE17-1, EnvCE18-1, EnvCE19-1, EnvCE20-1, EnvCE21-1, EnvCE12-1,
EnvCE13-1, EnvCE22-1, EnvCE23-1, EnvCE24-1, EnvCE16-1y

EnvCE6, EnvCE1-2, EnvCE7-2, EnvCE17-2, EnvCE18-2, EnvCE19-2, EnvCE20-2, EnvCE21-2, EnvCE12-2,
EnvCE13-2, EnvCE22-2, EnvCE23-2, EnvCE24-2, EnvCE16-2

Tabla 2. Secuencias ilustrativas de elementos conservados de Gag del VIH:
Elementos conservados de Gag de p24 para la vacuna p24CE1 ("también denominada "p24 CE1"):
SEQ ID NO: 26 elemento conservado 1 (CE1)

ISPRTLNAWVKV

SEQ ID NO: 27 elemento conservado 2 (CE2)
VIPMFSALSEGATPQDLN

36



ES 2959 642 T3

SEQ ID NO: 28 elemento conservado 3 (CE3)
VGGHQAAMQMLKDTINEEAAEWDR

SEQ ID NO: 29 elemento conservado 4 (CE4)
PRGSDIAGTTSTLQEQIGW

SEQ ID NO: 30 elemento conservado 5 (CE5)
KRWIILGLNKIVRMYSPTSI

SEQ ID NO: 31 elemento conservado 6 (CE6)
YVDRFYKTLRAEQA

SEQ ID NO: 32 elemento conservado 7 (CE7)
LEEMMTACQGVGGPGHK

Elementos conservados de Gag de p24 para la vacuna p24CE2 (""también denominada p24 CE2"):
SEQ ID NO: 33 elemento conservado 1 (CE1)

LSPRTLNAVWKYV

SEQ ID NO: 34 elemento conservado 2 (CE2)
VIPMFTALSEGATPQDLN

SEQ ID NO: 35 elemento conservado 3 (CE3)
VGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDR

SEQ ID NO: 36 elemento conservado 4 (CE4)
PRGSDIAGTTSTLQEQIAW

SEQ ID NO: 37 elemento conservado 5 (CE5)
KRWIILGLNKIVRMYSPVSI

SEQ ID NO: 38 elemento conservado 6 (CE6)
YVDRFFKTLRAEQA

SEQ ID NO: 39 elemento conservado 7 (CE7)
LEEMMTACQGVGGP SHK

SEQ ID NO: 40 secuencia de aminoacidos del polipéptido con CE1 de Gag de p24:
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VIPMFSALSEGATPQDLNAAVGGHQAAMQMLKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAG
TTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQAAGLEEM
MTACQGVGGPGHKAAISPRTLNAWVKY

SEQ ID NO: 41 secuencia de aminoacidos del polipéptido con CE2 de Gag de p24:
VIPMFTALSEGATPQDLNAAVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAG
TTSTLOEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKYVDRFFKTLRAEQAAGLEEM
MTACQGVGGPSHKAALSPRTLNAWVKV

SEQ ID NO: 42 secuencia polipeptidica de p24CE1 que incluye un péptido sefial de GM-CSF
MWLQSLLLLGTVACSISVIPMFSALSEGATPQDLNAAVGGHQAAMQMLKDTINEEA
AEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPTSIAAKY VD
REFYKTLRAEQAAGLEEMMTACQGVGGPGHKAAISPRTLNAWVKYV

SEQ ID NO: 43 secuencia polipeptidica de p24CE2 que incluye un péptido sefial de GM-CSF
MWLQSLLLLGTVACSISVIPMFTALSEGATPQDLNAAVGGHQAAMQMLKETINEEA
AEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLOQEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKYVD
RFFKTLRAEQAAGLEEMMTACQGVGGPSHKAALSPRTLNAWVKYV

SEQ ID NO: 44 LAMP-p24CE1 (p24CE1 subrayado)
MAPRSARRPLLLLLLLLILGLMHCASAAMFMVKNGNGTACIMANFSAAFSVNYDT
KSGPKNMTLDLPSDATVVLNRSSCGKENTSDPSLVIAFGRGHTLTLNFTRNATRYSV
QLMSFVYNLSDTHLFPNASSKEIKTVESITDIRADIDKKYRCVSGTQVHMNNVTVTL
HDATIQAYLSNSSFSRGETRCEQDRPSPTTAPPAPPSPSPSPVPKSPSVDKYNVSGTNG
TCLLASMGLQLNLTYERKDNTTVTRLLNINPNKTSASGSCGAHLVTLELHSEGTTVL
LFQFGMNASSSRFFLQGIQLNTILPDARDPAFKAANGSLRALQATVGNSYKCNAEEH
VRVTKAFSVNIFKVWVQAFKVEGGQFGSVEECLLDENSLEDIVIPMFSALSEGATPOQ
DINAAVGGHOQAAMOMILKDTINEEAAEWDRAAAFPRGSDIAGTTSTLOEQIGWAAA

KRWIIL GLNKIVRMY SPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQAAGLEEMMTACOGVGGPGHK
AAISPRTINAWVKVGSEFTLIPIAVGGALAGLVLIVLIAYLVGRKRSHAGYQTI

SEQ ID NO: 45 Fusién LAMP-p24CE2 (p24CE2 subrayado)
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MAPRSARRPLLLLLLLLLLGLMHCASAAMFMVKNGNGTACIMANFSAAFSVNYDT
KSGPKNMTLDLPSDATVVLNRSSCGKENTSDPSLVIAFGRGHTLTLNFTRNATRYSV
QLMSFVYNLSDTHLFPNASSKEIKTVESITDIRADIDKKYRCVSGTQVHMNNVTVTL
HDATIQAYLSNSSFSRGETRCEQDRPSPTTAPPAPPSPSPSPVPKSPSVDKYNVSGTNG
TCLLASMGLQLNLTYERKDNTTVTRLLNINPNKTSASGSCGAHLVTLELHSEGTTVL
LFQFGMNASSSRFFLQGIQLNTILPDARDPAFKAANGSLRALQATVGNSYKCNAEEH
VRVTKAFSVNIFKVWVQAFKVEGGQFGSVEECLLDENSLEDIVIPMFTALSEGATPQ
DINAAVGGHOAAMOMLKETINEEFAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLOEQIAWAAA

KRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKYVDRFFKTLRAEQAAGLEEMMTACQGVGGPSHK
AALSPRTLNAWVKVGSEFTLIPIAVGGALAGLVLIVLIAYLVGRKRSHAGYQTI

SEQ ID NO: 46 SP-p24CE2 (p24CE1 subrayado)
MWLQSLLLLGTVACSISVIPMFTALSEGATPQDLNAAVGGHQAAMOMLKETINEEA
AEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLOEQIAWA A AKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKYVD
REFKTLRAEQAAGLEEMMTACQGVGGPSHKAALSPRTLNAWVKYV

SEQ ID NO: 47 MCP3-p24CE1 (p24CE1 subrayado)
MWKPMPSPSNMKASAALLCLLLTAAAFSPQGLAQPVGINTSTTCCYRFINKKIPKQR
LESYRRTTSSHCPREAVIFK TKLDKEICADPTQKW VQDFMKHLDKK TQTPKL
VIPMFSALSEGATPODLNAAVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAG

TTSTLOEQIGWAAAKRWILGINKIVRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQAAGLEEM
MTACOGVGGPGHKAAISPRTLNAWVKY

SEQ ID NO: 48 MCP3-p24CE2 (p24CE2 esta subrayado)
MWKPMPSPSNMKASAALLCLLLTAAAFSPQGLAQPVGINTSTTCCYRFINKKIPKQR
LESYRRTTSSHCPREAVIFK TKLDKEICADPTQKWVQDFMKHLDKK TQTPKL
VIPMFTALSEGATPODLNAAVGGHQAAMQMLKETINEEA AEWDRAAAEPRGSDIAG
TTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKY VDRFFKTLRAEQAAGLEEM
MTACQGVGGPSHKAALSPRTLNAW VKV

SEQ ID NO: 49 polipéptido con CE alternativo SP-p24CE1c¢ (p24CE1¢ subrayado). Incluye el péptido sefial
de GM-CSF, CE1 y CE2 sustituidos por CE8 y CE9, respectivamente (en relaciéon con CE de p24 "Nucleo
1");, carece de CE7; dispuestos en la configuracién de elementos conservados: CE 8-9-3-4-5-6

MWLQSLLLLGTVACSISOGOMVHOAISPRTLNAWVKVILAKEEKAFSPEVIPMESALS
EGATPODLNAAKVGGHOAAMOMLKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQE
QIGWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQADYKDDDDKL

SEQ ID NO: 50 Elemento conservado 8 (CES8) de gag
QGQMVHQAISPRTLNAWVKY
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SEQ ID NO: 51 Elemento conservado 9 (CE9) de gag
EEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLN

SEQ ID NO: 52 Polipéptido con CE alternativos SP-p24CE2c, p24CE2c¢ subrayado
MWLQSLLLLGTVACSISQGOMVHQALSPRTLNAWVKVLAKEEKGFNPEVIPMFTAL
SEGATPODILNAAKVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQ
EQIAWAAAKRWILGLNKIVRMYSPVSIAAKYVDRFFKTLRAEQA

SEQ ID NO: 53 Construccion polipeptidica con CE alternativos SP-p24CE2d; en orden CE9-3-4-5-6-8
MWLQSLLLLGTVACSISEEKGFNPEVIPMFTALSEGATPODLNAAKVGGHOAAMOM

LKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLOEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSP
VSIAAKYVDRFFKTLRAEQAALQGOMVHQALSPRTLNAWVKV

SEQ ID NO: 54 Construccion polipeptidica con CE alternativos SP-24CE1d; en orden CE9-3-4-5-6-8
MWLQSLLLLGTVACSISEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMQM
LKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRMY SP
TSIAAKYVDRFYKTLRAEQAALQGQMVHQAISPRTLNAWVKYV

p24CE1d tiene 6 CE (es idéntico a p24CE1 ¢ excepto por la disposicion de los CE dentro de la proteina)

El péptido sefial de GM-CSF, CE1 y C2 reemplazados por CE8 y CE9 respectivamente, carece de CE7 y tiene los CE
dispuestos en la configuracién CE9-3-4-5-6-8

SEQ ID NO: 55 Elemento conservado 8 de Gag (variante CE8 para construcciones CE2)
QGQMVHQALSPRTLNAVWVKYV

SEQ ID NO: 56 Elemento conservado 9 (CE9) de gag

EEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLN

Las diferencias entre los CE para los polipéptidos con CE de p24 y los polipéptidos p24CE variantes son un aminoéacido
por CE, excepto CE9, que se diferencia en 3 aminoacidos

Elementos conservados alternativos de Gag de p24:

p24CE8-1 QPISPRTLNAWVKYV (SEQ ID NO: 57)
p24CE8-2 QALSPRTLNAWVKY (SEQ ID NO: 58)

p24CE9-1 EEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLN (SEQ ID NO: 59)
p24CE9-2 EEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLNMMLN (SEQ ID NO: 60)

p24CE10-1 PRGSDIAGTTSTLQEQIGWMT (SEQ ID NO: 61)
p24CE10-2 PRGSDIAGTTSTLQEQIAWMT (SEQ ID NO: 62)

p24CE11-1 SILDIRQGPKEPFRDYVDRF (SEQ ID NO: 63)
p24CE11-2  SILDIRQGPKEPFRDYVDRF (SEQ ID NO: 64)

p24CE12-1 QNSNPDCKTILKALG (SEQ ID NO: 65)
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p24CE12-2  QNANPDCKTILKALG (SEQ ID NO: 66)

p24CE13-1 LEEMMTACQGVGGPGHKARILAEAM (SEQ ID NO: 67)
p24CE13-2 LEEMMTACQGVGGPSHKARVLAEAM (SEQ ID NO: 68)
Disposiciones alternativas de p24CE:
P24CE8-1, p24CE9-1, p24CE3-1, p24CE10-1, p24CE5-1, p24CE11-1, p24CEB-1, p24CE12-1, p24CE13-1
P24CES8-2, p24CE9-2, p24CE3-2, p24CE10-2, p24CE5-2, p24CE11-2, p24CE6-2, p24CE12-2, p24CE13-2

Tabla 3. Precision del uso de la frecuencia de mutaciéon o el cambio en la estabilidad estructural para
predecir la infectividad virica en forma de clasificaciéon binaria

Factor pronéstico Sensibilidad? Especificidad® Precisionf Exactitud®
Frecuencia de 59,5 % 70,0 % 67,10 % 64,10 %
mutacion?

Estabilidad de los 72,34 % 77,78 % 77,30 % 75,00 %
modelos de

referencia®

Puntuacién 80,00 % 79,57 % 78,16 % 79,78 %
compuesta®

a Se prevé que las mutaciones con una frecuencia de base de datos del 0,2 % o0 menos daran lugar a virus no
infecciosos

b Se predice que los mutantes con una estabilidad estructural superior a la de los modelos de referencia daran
lugar a virus no infecciosos

¢ Se predice que los mutantes con una puntuacion compuesta (suma de rangos de frecuencia y puntuaciones
de estabilidad) superior a 175 daran lugar a virus no infecciosos

d Sensibilidad = (Verdadero positivo)/(Verdadero positivo + Falso negativo)

¢ Especificidad = (Verdadero negativo)/(Verdadero negativo + Falso positivo)

fPrecision = (Verdadero positivo)/(Verdadero positivo + Falso positivo)

9 Exactitud = (Verdadero positivo + Verdadero negativo)/(Verdadero positivo + Verdadero negativo + Falso
positivo + Falso negativo)

Tabla 4. Sitios de aminoacidos dentro de la CA del VIH-1 propensos a mutaciones desestabilizadoras

Elemento
. es’Fruct.u,raI y Superficie de o L
Sitio aa consenso Frecuencia ublC:’:lCIOﬂ en accpesibilidad al .Sm.o .de union de los
(HXB2) hexamero de disolvente (A% inhibidores de CA
capside y/o dimero
CTD
2 ILE 0,98 Horquilla B 10,22 Ninguno
8 GLY 0,99 Horquilla B 40,98 Ninguno
Hélice 1; interfaz de
hexamerizacion de .
20 LEU 0,99 la capside (NTD- 2.1 Ninguno
NTD)
. CAP-1, BD3, BM4
23 TRP 0,99 Hélice 1 2,81 Inhibidor 3
Giro B en la regién CAP-1; BD3, BM4;
32 PHE 0,99 del bucle entre las 5,97 Inhibidor 3 Series de
hélices 1y 2 benzodiacepinas 33
. [-XW-053; BD3
36 VAL 0,97 Hélice 2 0,65 Inhibidor 3
37 ILE 0,97 Hélice 2 17,74 Inhibidor 3
40 PHE 0,99 Hélice 2 0 Inhibidor 3
Hélice 2; interfaz de
hexamerizacion de .
43 LEU 0,98 la capside (NTD- 13,74 Ninguno
NTD)
49 PRO 0,99 Hélice 3 0 Ninguno
52 LEU 0,99 Hélice 3 0,02 Ninguno
55 MET 0,99 Hélice 3 0,69 Ninguno
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(continuacion)

Elemento
. es’Fruct.u,raI y Superficie de o L
Sitio aa consenso Frecuencia ublC:’:lCIOﬂ en accpesibilidad al .Sm.o .de union de los
(HXB2) hexamero de disolvente (A% inhibidores de CA
capside y/o dimero
CTD
56 LEU 0,99 Hélice 3 12,75 Inhibidor 3 {ref}
CAP-1; Inhibidor 3;
65 ALA 0,99 Hélice 4 0 Series de
benzodiacepinas 33
. Inhibidor 3; PF-
66 MET 0,99 Hélice 4 13,09 3450074
69 LEU 0,99 Hélice 4 2,91 Inhibidor 3
73 ILE 0,99 Hélice 4 13,8 PF-3450074;
80 TRP 0,99 Hélice 4 40,65 Inhibidor 4
Bucle entre la )
99 PRO 0,99 hélice 4y 5 8,6 Ninguno
101 GLY 0,99 Hélice 5 0,1 Ninguno
104 ILE 0,99 Hélice 5 0 Ninguno
Giro B en la regién
106 GLY 0,99 del bucle entre las 18,65 Ninguno
hélices 5y 6
Giro B en la regién
109 SER 0,99 del bucle entre las 13,19 Ninguno
hélices 5y 6
111 LEU 0,99 Hélice 6 53,08 Ninguno
117 TRP 0,99 Hélice 6 0,24 Inhibidor 4;
126 VAL 0,99 Hélice 7 0 Ninguno
133 TRP 0,99 Hélice 7 10,88 Ninguno
134 ILE 0,99 Hélice 7 0 Inhibidor 3
138 LEU 0,98 Hélice 7 0,66 Inhibidor 3
141 ILE 0,99 Hélice 7 0,22 CAP-1; Inhibidor 3
142 VAL 0,99 Hélice 7 0,84 Inhibidor 3
144 MET 0,99 Hélice 7 20,6 Ninguno
Regién enlazadora
150 ILE 0,99 entre NTD y CTD; 23,25 CAC1; Péptido CP4
Interfaz de
dimerizacién CTD
Regién enlazadora
entre NTD y CTD; .
153 ILE 0,99 Interfaz dey 11,75 Ninguno
dimerizacién CTD
161 PHE 0,99 Hélice 8; MHR 6,88 Ninguno
Hélice 8; MHR,;
Interfaz de I-XW-053; Serie de
165 VAL 0,99 hexamerizacion de 0 compuestos CAl;
la capside (NTD- H8; Péptidos NYAD
CTD)
. ) I-XW-053; Péptidos
168 PHE 0,99 Hélice 8; MHR 0,12 NYAD
Helice 8; MHR, I-XW-053; Péptido
Interfaz de CAI; Serie de
169 TYR 0,99 hexgmgrizacién de 30,73 com’puestos CAI:
g‘TCSfS'de (NTD- Péptidos NYAD
Hélice 8; MHR,;
' ' [-XW-053; CAC1
172 LEU 0,99 Interfaz de 54 oA !
dimerizacion CTD H8; Peptidos NYAD
189 LEU 0,99 Helice 9 Interfaz de | 5, o4 CACT
dimerizacién CTD
198 CYS 0,99 Hélice 10 12,6 CAC1
202 LEU 0,99 Hélice 10 7,67 CAC1
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(continuacion)

Elemento
estructural y -
- o Superficie de o L
Sitio aa consenso Frecuencia ublC:’:lCIOﬂ en accesibilidad al .Sm.o .de union de los
(HXB2) hexamero de . 2 inhibidores de CA
P . disolvente (A?)
capside y/o dimero
CTD
205 LEU 0,98 Hélice 10 77,49 Ninguno
Giro B en la regién
206 GLY 0,99 del bucle entre las 28,12 Ninguno
hélices 10y 11
Hélice 11; Interfaz Serie de
211 LEU 0,99 de hexamerizacion 446 compuestos CAl;

de la capside (NTD-
CTD)

CACH1; Péptidos
NYAD; Péptido CP4
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REIVINDICACIONES

1. Al menos una construccién de acido nucleico que codifica un primer polipéptido con elementos conservados, una
segunda construccion de acido nucleico que codifica un segundo polipéptido con elementos conservados y una
construccion de acido nucleico que codifica una proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud
completa, para su uso en un método para inducir una respuesta inmunitaria a la proteina de interés, en donde la
proteina de interés es Gag del VIH-1 o Env del VIH-1 y en donde la proteina sustancialmente de longitud completa es
una region de la proteina Gag del VIH-1 o Env del VIH-1 que incluye todos los elementos conservados, y el método
comprende:

provocar una respuesta inmunitaria a la proteina de interés, en donde la provocacion comprende administrar;

la al menos una construccion de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, en
donde los elementos conservados provienen de la proteina de interés y el polipéptido comprende al menos tres
elementos conservados, cada uno de 8 a 50 aminodcidos de longitud donde los elementos conservados estan
unidos mediante enlazadores peptidicos que no se encuentran de manera natural en la proteina de interés; y

la construccidn de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados que comprende
al menos una variante de un elemento conservado contenido en el primer polipéptido con elementos conservados,
en donde la variante en el segundo polipéptido difiere del primer polipéptido en 1, 2, 3, 4 0 5 aminoacidos, con la
condicién de que una construccion de acido nucleico que codifica la proteina de longitud completa, o una regién
sustancialmente de longitud completa de la misma, no se administra en la etapa de primovacunacion; y

reforzar la respuesta inmunitaria a la proteina de interés, en donde el refuerzo comprende administrar
conjuntamente (i) la construccion de acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa, o la
proteina de interés sustancialmente de longitud completa, y (ii) la construccion de acido nucleico que codifica el
primer polipéptido con elementos conservados y la construccion de acido nucleico que codifica el segundo
polipéptido con elementos conservados.

2. La al menos una construccion de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
construccidn de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la etapa de refuerzo comprende administrar el acido nucleico de
() y el acido nucleico de (ii) al mismo tiempo, opcionalmente mediante electroporacion in vivo.

3. La al menos una construccion de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
construccion de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con la reivindicacidén 1 o 2, en donde la primera y segunda construccion de acido nucleico con
elementos conservados se administran de manera secuencial; o se administran de manera simultanea.

4. La al menos una construccion de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
construccidn de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, 2 o 3, en donde la proteina de interés es Gag del VIH-1 y los elementos
conservados son de p2493 del VIH-1.

5. La al menos una construccion de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
construccion de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde:

(a) un polipéptido con elementos conservados comprende elementos conservados, cada uno de los cuales tiene
una secuencia establecida en las SEQ ID NO: 26, 27, 28, 29, 30, 31 y 32; y un segundo polipéptido con elementos
conservados comprende elementos conservados, cada uno de los cuales tiene una secuencia establecida en las
SEQ ID NO: 33, 34, 35, 36, 37,38y 39; 0

(b) un polipéptido con elementos conservados comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 40 y un
segundo polipéptido con elementos conservados comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41; o
(c) un polipéptido con elementos conservados comprende elementos conservados, cada uno de los cuales tiene
una secuencia establecida en las SEQ ID NO: 57, 59, 61, 63, 65 y 67; y un segundo polipéptido con elementos
conservados comprende elementos conservados, cada uno de los cuales tiene una secuencia establecida en las
SEQ ID NO: 58, 60, 62, 64, 66 y 68.

6. La al menos una construccion de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
construccion de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde los polipéptidos con elementos conservados codificados por la
primera y segunda construccion de acido nucleico con elementos conservados de acido nucleico de Gag se fusionan
cada uno a un péptido sefial de GM-CSF.
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7. La al menos una construccion de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
construccion de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, 2 0 3, en donde la proteina de interés es una secuencia de Env del VIH-1.

8. La al menos una construccion de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
construccion de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde:

(a) un polipéptido con elementos conservados comprende al menos 12 elementos conservados de diferentes
regiones conservadas de Env del grupo M del VIH-1 y cada uno de los elementos conservados tiene una secuencia
de elementos conservados que se muestra en latabla 1; 0

(b) un polipéptido con elementos conservados comprende elementos conservados, cada uno de los cuales tiene
una secuencia establecida en las SEQ ID NO: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 y 22; y un segundo polipéptido
con elementos conservados comprende elementos conservados, cada uno de los cuales tiene una secuencia
establecida en las SEQ IDNO: 1, 3,5,7,9, 11,13, 15,17, 19,21y 23; 0

(c) un polipéptido con elementos conservados de Env comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24
y el segundo polipéptido con elementos conservados de Env comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID
NO: 25.

9. La al menos una construccion de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
construccion de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde los polipéptidos con elementos conservados codificados por la
primera y segunda construccion de acido nucleico con elementos conservados de acido nucleico de Env se fusionan
cada uno a un péptido sefial de GM-CSF.

10. La al menos una construccién de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
construccion de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la primera y segunda construccion de acido
nucleico con elementos conservados de acido nucleico estan contenidas en el mismo vector; o la primera y segunda
construccion de acido nucleico estan contenidas en diferentes vectores.

11. La al menos una construccién de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
construccion de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde

el refuerzo se realiza al menos dos semanas después de la etapa de primovacunacion; y/o

la etapa de primovacunacion comprende dos o tres administraciones del uno 0 mas acidos nucleicos con elementos
conservados, cada una separada por al menos 2 semanas, y la etapa de refuerzo comprende dos administraciones
conjuntas, cada una separada por al menos 2 semanas.

12. Un vector de expresion que codifica CE que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la SEQ ID
NO: 40 fusionada en el extremo N a un péptido sefial de GM-CSF humano y una secuencia de acido nucleico que
codifica la SEQ ID NO: 41 fusionada en el extremo N a un péptido sefial de GM-CSF humano, y un vector de expresion
que codifica p55929 de longitud completa del VIH-1 0 p55929 sustancialmente de longitud completa del VIH-1, para su
uso en el método de la reivindicacion 1 para inducir una respuesta inmunitaria a Gag del VIH en un sujeto, en donde
la proteina sustancialmente de longitud completa es una regiéon de la proteina que incluye todos los elementos
conservados, y el método comprende:

provocar una respuesta inmunitaria a Gag del VIH, en donde la primovacunacién comprende administrar al sujeto
el vector de expresidén que codifica CE; en donde al sujeto no se le administra conjuntamente o no se le ha
administrado previamente una construccion de acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido Gag del
VIH de longitud completa o sustancialmente de longitud completa;

reforzar una respuesta inmunitaria a Gag del VIH, en donde el refuerzo comprende administrar conjuntamente el
vector de expresion que codifica CE con el vector de expresion que codifica p5592¢ del VIH-1 de longitud completa,
0 p55929 del VIH-1 sustancialmente de longitud completa; opcionalmente en donde

la etapa de refuerzo se realiza dos meses después de la etapa de primovacunacion; y/o

el método comprende dos o tres etapas de primovacunacion, cada una separada por dos meses, y dos etapas de
refuerzo, cada una separada por dos meses.

13. La al menos una construccién de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
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construccion de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 para inducir una respuesta inmunitaria a Env del VIH, en donde el acido
nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados o el acido nucleico que codifica el segundo
polipéptido con elementos conservados codifica un polipéptido inmundgeno con elementos conservados de Env del
VIH que comprende:

(a) al menos cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO:
1, SEQID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22; en donde los elementos conservados estan
separados por enlazadores de 1 a 5 aminoacidos de longitud; o

(b) los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO:
22: 0

(c) al menos cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez u once elementos conservados seleccionados de las SEQ ID NO:
1, SEQID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23; en donde los elementos conservados estan
separados por enlazadores de 1 a 5 aminoacidos de longitud; o

(d) los elementos conservados de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9,
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO:
23;0

(e) SEQID NO: 24; 0

(H SEQ ID NO: 25.

14. La al menos una construccion de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
construccion de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 13, en donde el polipéptido con elementos conservados de Env del VIH
comprende ademas una secuencia de regién variable V1V2 y/o el polipéptido con elementos conservados de Env del
VIH comprende un péptido sefial.

15. La al menos una construccién de acido nucleico que codifica el primer polipéptido con elementos conservados, la
construccion de acido nucleico que codifica el segundo polipéptido con elementos conservados y la construccion de
acido nucleico que codifica la proteina de interés de longitud completa o sustancialmente de longitud completa, para
su uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde el péptido sefial es el péptido sefial de GM-CSF.
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Figura 8A

Esquema del ADN plasmidice p24CE1/2 {cédigo del plasmido 306H)
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Figura 8B

¥squema del ADN plasmidico p35%°2 (cadige del plasmide 114H)
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