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DESCRIPCIÓN 

Uso de proteínas GAG no de subtipo B para encapsidación lentiviral 

Antecedentes de la invención 

Se han desarrollado vacunas recombinantes con el progreso de la tecnología de ADN recombinante, que permiten la 
modificación de genomas virales para producir virus modificados. De este modo, ha sido posible introducir 5 
secuencias genéticas en patógenos no virales, de manera que codifiquen proteínas inmunogénicas que se van a 
expresar en células diana tras la infección, con el fin de desarrollar una respuesta inmunitaria específica en su 
hospedador. 

Dichas vacunas constituyen un avance importante en la tecnología de las vacunas (Kutzler et al., Nat Rev Genet, 
9(10) : 776-788, 2008). En particular, tienen la ventaja con respecto a las vacunas tradicionales de evitar virus vivos 10 
(atenuados) y eliminar riesgos asociados con la fabricación de vacunas inactivadas. 

La administración génica usando retrovirus modificados (vectores retrovirales) se introdujo a principios de los años 
80 por Mann et al. (Cell, 33(1): 153-9, 1983). Los vectores retrovirales oncogénicos más comúnmente usados se 
basan en el virus de la leucemia murina de Moloney (MLV). Tienen un genoma simple del que se producen las 
poliproteínas Gag, Pol y Env y se requieren en trans para la replicación viral (Breckpot et al., 2007, Gene Ther, 15 
14(11):847-62; He et al. 2007, Expert Rev vaccines, 6(6):913-24). Las secuencias generalmente requeridas en cis 
son las repeticiones terminales largas (LTR) y su proximidad: las repeticiones invertidas (IR o sitios att) requeridas 
para integración, la secuencia de encapsidación Ψ, el sitio de unión a ARN de transporte (sitio de unión a cebador, 
PBS) y algunas secuencias adicionales implicadas en la transcripción inversa (la repetición R dentro de LTR, y los 
tractos de polipurina, PPT, necesarios para la iniciación de la hebra más). Para generar vectores retrovirales 20 
defectuosos en la replicación, los genes gag, pol y env se delecionan generalmente completamente y se sustituyen 
con un casete de expresión. 

Han surgido vectores retrovirales que derivan de genomas de lentivirus (es decir, vectores lentivirales) como 
herramientas prometedoras para tanto terapia génica como fines de inmunoterapia, debido a que presentan varias 
ventajas con respecto a otros sistemas virales. En particular, los propios vectores lentivirales son no tóxicos y, a 25 
diferencia de otros retrovirus, los lentivirus pueden transducir células no divisorias, en particular células dendríticas 
(He et al. 2007, Expert Rev vaccines, 6(6):913-24), que permiten la presentación de antígeno mediante la vía 
endógena. 

Los lentivirus representan un género de virus lentos de la familia Retroviridae, que incluyen el virus de la 
inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la inmunodeficiencia simia (VIS), el virus de la encefalitis equina 30 
infecciosa (VEEI), el virus de la artritis y encefalitis caprina (VAEC), el virus de la inmunodeficiencia bovina (VIB) y el 
virus de la inmunodeficiencia felina (VIF). Los lentivirus pueden persistir indefinidamente en sus hospedadores y se 
replican continuamente a tasas variables durante el transcurso de la infección de por vida. La replicación persistente 
de los virus en sus hospedadores depende de su capacidad para eludir las defensas del hospedador. 

El diseño de vectores lentivirales recombinantes se basa en la separación de las secuencias de acción en cis y trans 35 
del lentivirus. La eficiente integración y replicación en células no divisorias requiere la presencia de dos secuencias 
de acción en cis en el genoma lentiviral, el tracto de polipurina central (cPPT) y la secuencia terminal central (CTS). 
Éstos conducen a la formación de una estructura de ADN de triple hebra denominada la "solapa" de ADN central, 
que maximiza la eficiencia de la importación génica en los núcleos de células no divisorias, que incluyen células 
dendríticas (DC) (Zennou et al., 2000, Cell, 101(2) 173-85; Arhel et al., 2007, EMBO J, 26(12):3025-37). 40 

Se han generado vectores lentivirales de VIH-1 basándose en proporcionar las proteínas Gag, Pol, Tat y Rev de 
subtipo B para los vectores de encapsidación en trans a partir de una construcción de encapsidación (Naldini et al, 
PNAS 15: 11382-8 (1996); Zufferey et al, Nature Biotechnology 15:871-875, 1997); Dull et al, Journal of Virology 
(1997)). Estos estudios se realizaron con proteínas Gag y Pol de subtipo B. No se evaluó el efecto de las secuencias 
de gag y pol no de subtipo B en una construcción de encapsidación de VIH-1. 45 

Existen muchos subtipos de VIH-1 diferentes distintos del subtipo B. Parece que algunos subtipos de VIH-1, tales 
como C, E y A, se transmiten más eficientemente que el subtipo B de VIH-1, que es el principal subtipo en los 
Estados Unidos y Europa. Essex et al., Adv Virus Res. 1999; 53:71-88. El subtipo predominante de VIH-1 que se 
encuentra en los países industrializados desarrollados, clado B, se diferencia considerablemente de los subtipos y 
recombinantes que existen en África y Asia, donde residen la gran mayoría de las personas infectadas por el VIH. 50 
Spira et al., J. Antimicrobial Chemotherapy (2003) 51, 229-240. Así, pueden existir graves discrepancias entre el 
retrovirus de subtipo B encontrado en América del Norte y Europa, los subtipos virales que asolan la humanidad a 
escala global. Id. La diversidad de subtipos puede afectar los modos de transmisión del VIH. La homosexualidad y el 
abuso de fármacos intravenosos son los modos primarios de transmisión observados para las cepas de clado B en 
Europa y América. Id. A diferencia, los clados A, C, D y E predominan en África y Asia donde predomina la 55 
transmisión heterosexual. Id. Además, algunos estudios sugieren que la progresión del SIDA se diferencia en función 
del subtipo infectante. Id. Así, parece que el subtipo B de VIH-1 es bastante diferente de los otros subtipos de VIH-1. 
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Las clasificaciones filogenéticas del VIH normalmente se basan en o bien las secuencias de nucleótidos derivadas 
de múltiples regiones subgenómicas (gag, pol y env) de las mismas cepas aisladas, o en el análisis de secuencias 
genómicas de longitud completa. Un análisis filogenético de secuencias de longitud casi completa del VIH-1 reveló 
que el subtipo B de VIH-1 estaba muy estrechamente relacionado genéticamente con el subtipo D de VIH (Figura 1). 
Los análisis filogenéticos de las secuencias de proteínas Gag y Pol de VIH-1 también mostraron que el subtipo B de 5 
VIH-1 estaba muy estrechamente relacionado genéticamente con el subtipo D de VIH (Figura 2). 

Sin embargo, VIH-1-NDK, un virus de subtipo D, es significativamente más citopático para linfocitos CD4+ que el 
prototipo VIH-1-BRU, un virus de subtipo B. Esto puede ser debido a las potenciadas fusogenicidad e infectividad de 
los virus de subtipo D. De Mareuil et al., J. Virol. 66: 6797 (1992). El análisis fenotípico de virus recombinantes indicó 
que los 75 aminoácidos desde la parte del extremo N de la proteína de matriz de VIH-1-NDK (MA), junto con la 10 
glucoproteína de la envuelta de VIH-1-NDK, son responsables de la potenciada fusogenicidad de VIH-1-NDK en 
linfocitos CD4+, así como de la potenciada infectividad de VIH-1-NDK en algunas líneas celulares CD4. Id. 

Existe una necesidad en la materia de construcciones de encapsidación lentiviral que produzcan mayores títulos de 
vectores lentivirales encapsidados, con el fin de reducir los volúmenes de inyección, aumentar las dosificaciones, 
reducir el coste de vacunación y aumentar el número de pacientes que se podrían tratar con un lote. La actual 15 
invención cumple esta necesidad. 

Breve sumario de la invención 

Se sustituyó el gen gag-pol de subtipo B de VIH-1 en un plásmido de encapsidación lentiviral (construcción p8.74) 
por el gen gag-pol de un VIH-1 de subtipo D para generar la construcción pThV-GP-N. Las construcciones se usaron 
para la producción de vectores lentivirales. Se obtuvieron títulos aproximadamente 2 veces mayores usando el 20 
plásmido pThV-GP-N en comparación con la construcción p8.74. Así, Gag-Pol de un virus de subtipo D aumenta el 
título de partículas de vector lentiviral con respecto a Gag-Pol de un virus de subtipo B. 

El texto describe un vector de encapsidación lentiviral que comprende una secuencia de gag-pol de subtipo D, 
particularmente de VIH-1 NDK. En una realización preferida, el vector de encapsidación lentiviral comprende la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1. 25 

La presente invención se refiere a un vector de encapsidación lentiviral defectuoso en la replicación que no codifica 
una Env de VIH-1 funcional y que carece de un sitio Ψ y que codifica Gag-Pol de VIH-1 seleccionada del grupo que 
consiste en Gag-Pol de VIH-1 de VIH-1 NDK o Gal-Pol de VIH-1 de un VIH-1 de subtipo D, caracterizada por que la 
proteína Gag-Pol comprende una porción de proteína MA que tiene una o más de las siguientes características: 

la ausencia de un ácido glutámico en la posición de aminoácido 12; 30 

la ausencia de una arginina en la posición de aminoácido 15; 

la ausencia de una valina en la posición de aminoácido 46; y 

la ausencia de una leucina en la posición de aminoácido 61, en la que las posiciones de aminoácidos se 
numeran con respecto a SEQ ID NO: 5. 

En una realización particular, la proteína Gag-Pol de VIH-1 es una proteína Gag-Pol de VIH-1 de VIH-1 NDK. En una 35 
realización preferida, el vector de encapsidación lentiviral codifica la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2. 

La secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO 1 es: 
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La secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO 2 es: 

 

El texto describe un vector de encapsidación lentiviral que comprende una secuencia de MA de subtipo D, 
particularmente de VIH-1 NDK. En una realización preferida, el vector de encapsidación lentiviral codifica una 
proteína MA que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 3. 5 

La secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO 3 es: 

 

Preferentemente, el vector de encapsidación lentiviral que codifica la proteína Gag MA de VIH genera al menos un 
aumento de 1,5 veces, o al menos un aumento de 2 veces, en el título de un vector lentiviral encapsidado en 
comparación con el vector de encapsidación lentiviral que codifica una proteína Gag MA de VIH de VIH-1 BRU, por 10 
ejemplo, p8.74. Preferentemente, el vector de encapsidación lentiviral es defectuoso en la replicación y carece de un 
sitio Ψ. 

En una realización preferida, el vector de encapsidación lentiviral codifica una proteína Gag MA de VIH que tiene un 
aminoácido en la posición 12 que no es un ácido glutámico y un aminoácido en la posición 15 que no es una 
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arginina. Preferentemente, el vector de encapsidación lentiviral no tiene ni una valina en la posición 46 ni una leucina 
en la posición 61. 

En una realización preferida, el aminoácido en la posición 12 de la proteína MA es una lisina. En una realización 
preferida, el aminoácido en la posición 15 es una treonina. En una realización preferida, el aminoácido en la posición 
15 es una alanina. En una realización preferida, el aminoácido en la posición 46 es una leucina. En una realización 5 
preferida, el aminoácido en la posición 61 es una isoleucina. En una realización preferida, el aminoácido en la 
posición 61 es una metionina. 

En una realización, el vector no codifica una proteína Env funcional. 

La invención también engloba métodos de preparación de los vectores de encapsidación lentiviral anteriores y 
métodos de uso de estos vectores de encapsidación lentiviral. 10 

En particular, la presente invención se refiere a un método de generación de un vector de encapsidación lentiviral 
defectuoso en la replicación de la invención, comprendiendo el método insertar una secuencia de nucleótidos que 
codifica Gag-Pol de VIH-1 según la invención, respectivamente, en un plásmido bajo el control de un promotor no del 
VIH para generar el vector de encapsidación. 

La presente invención también se refiere a un método in vitro de generación de una partícula de vector lentiviral, 15 
comprendiendo el método administrar un vector de encapsidación según la invención a una célula con un vector 
lentiviral. 

Breve descripción de los dibujos 

La invención se entiende más completamente mediante referencia a los dibujos. 

La Fig. 1 representa árboles filogénicos del virus VIH. 20 

Las Fig. 2A y B representan árboles filogénicos de las proteínas GAG (A) y POL (B) del VIH. 

Las secuencias de las proteínas GAG y POL se obtuvieron de: 
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html. Para cada clado de VIH conocido, se eligieron 
aleatoriamente secuencias de virus de un paciente (para el clado B) o de dos pacientes y se compararon las 
secuencias de las proteínas GAG y POL con las proteínas de clado B de referencia 25 
(B.FR.83.HXB2_LAI_IIIB_BRU.K03455). Los alineamientos se realizaron usando Vector NTI advance 11 
(Invitrogen). 

La Fig. 3 representa títulos obtenidos usando los plásmidos p8.74 y pThV-GP-N para la producción de 
vectores. Se produjeron partículas lentivirales usando el plásmido proviral (pFLAP-CMV-GFP), el plásmido de 
pseudotipificación (pTHV-VEV.G) y cualquiera de los plásmidos de encapsidación comúnmente usados 30 
(derivados de la cepa BRU, p8.74) o un plásmido de encapsidación derivado de NDK (pTHV-GP-N). Con cada 
plásmido de encapsidación, se realizaron 18 transfecciones independientes y se midieron los títulos de 
partículas por análisis de FACS. También se obtuvieron resultados similares usando un vector empleando un 
plásmido proviral que contenía el promotor de β2-microglobulina que conduce la expresión del antígeno de VIH. 

La Fig. 4 representa la producción de virus BRU y NDK no mutados y la evaluación de su eficiencia de fase 35 
temprana respectiva. Se transfectaron células 293T con o bien plásmido que codifica el virus BRU no mutado 
(pBRU) o virus NDK (pNDK-N). Se recogieron los sobrenadantes virales después de 48 horas y se diluyeron 
para infectar células P4-CCR5 (que engloban un gen indicador de luciferasa estable cuya expresión es 
conducida por LTR de VIH, que permite una producción de luciferasa en presencia de la proteína TAT (llevada 
por el virus). Se usaron dilución sucesiva de cualquiera de los virus BRU o NDK para infectar células P4-CCR5 40 
y se midieron la expresión de luciferasa (A) o la relación luciferasa/P24 (B). 

La Fig. 5 representa la producción de vector usando diferentes relaciones de plásmidos de encapsidación 
derivados de BRU (p8.74) y NDK (pThV GP-N). Para cada una de las condiciones (desde 0 µg de NDK + 10 µg 
de BRU hasta 10 µg de NDK + 0 µg de BRU), se midieron el título (barras grises) y el nivel de P24 (cuadrados 
negros). 45 

La Fig. 6 representa una transferencia Western de sobrenadantes de vector producidos usando cualquiera de 
los plásmidos de encapsidación derivados de BRU (8.74) o NDK (pThV GP-N). Se realizó la detección de la 
proteína P24 y precursores usando el MAB anti-P24 NIH (183-H12-5C). 

La Fig. 7 representa un alineamiento de secuencias de las secuencias de MA del extremo N de un virus de 
clado B (BRU; SEQ ID NO: 3) con un virus de clado D (NDK; SEQ ID NO:4). 50 

La Fig. 8 representa un alineamiento de secuencias de las secuencias de MA del extremo N del virus de clado 
B. 
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La Fig. 9 representa un alineamiento de secuencias de las secuencias de MA del extremo N del virus de clado 
D. 

La Fig. 10 representa un alineamiento de secuencias de las secuencias de MA del extremo N de un virus de 
clado B (BRU) con virus de otros clados. 

Descripción detallada de la invención 5 

Los virus de VIH-1 de subtipo B se diferencian de otros subtipos de VIH-1 en que parece que los virus de subtipo B 
se transmiten menos eficientemente y tienen un modo de transmisión diferente. Sin embargo, se han usado 
ampliamente los virus de subtipo B en la generación de vectores lentivirales de VIH-1 y vectores de encapsidación 
lentiviral. Para determinar si las proteínas Gag y Pol de virus no de subtipo B se podrían usar para la generación de 
vectores de encapsidación lentiviral, se sustituyó el gen gag-pol del subtipo B de VIH-1 en un plásmido de 10 
encapsidación lentiviral (construcción p8.74) por el gen gag-pol de un VIH-1 de subtipo D para generar la 
construcción pThV-GP-N. Las construcciones se usaron para la producción de vectores lentivirales. Se obtuvieron 
títulos aproximadamente 2 veces mayores usando el plásmido pThV-GP-N en comparación con la construcción 
p8.74 (Figura 3). Así, Gag-Pol de VIH-1 de subtipo D en el vector de encapsidación aumentó el título de vector 
lentiviral con respecto al título observado con Gag-Pol de VIH-1 de subtipo B. 15 

El elevado título del vector lentiviral es beneficioso en permitir la reducción de contaminantes en una dosis dada de 
vector lentiviral. Esto facilita una reducción de los volúmenes de inyección, y un aumento de posibles dosificaciones. 
Facilita además reducir el coste de vacunación, reduciendo la cantidad de materiales y trabajo necesarios para 
lograr una dosis particular, y aumentar el número de pacientes que se podrían tratar con un único lote de vector 
lentiviral. 20 

Las diluciones sucesivas de los virus VIH-1 BRU y VIH-1 NDK indicaron que el virus VIH-1 NDK era más eficiente en 
las fases tempranas del ciclo de vida viral (Figura 4). Mezclando diferentes cantidades de los vectores de 
encapsidación de subtipo B y subtipo D se demostró que el vector de encapsidación de subtipo D aumentó tanto el 
título como el nivel de p24 en las preparaciones de vector lentiviral (Figura 5). También se observó que p24 en las 
preparaciones de vector lentiviral usando el vector de encapsidación de subtipo D se procesaba menos 25 
completamente, mostrando niveles más altos de precursores de p24 (Figura 6). Así, la proteína Gag en el vector de 
encapsidación de subtipo D presentó diversas diferencias de los vectores de encapsidación de subtipo B. 

Se sabe que, con Env de VIH-1, los 75 aminoácidos de la parte del extremo N de la proteína de matriz (MA) de VIH-
1-NDK son responsables de la potenciada fusogenicidad de VIH-1-NDK en linfocitos CD4+, así como de la 
potenciada infectividad de VIH-1-NDK en algunas líneas celulares CD4. De Mareuil et al., J. Virol. 66: 6797 (1992). 30 
Puesto que la proteína Env usada para la generación de vectores lentivirales con los vectores de encapsidación de 
subtipo B y subtipo D es la misma (es decir, VEV), solo están presentes las diferencias en MA de VIH-1 en los 
vectores de encapsidación de subtipo B y subtipo D. 

Se examinó la conservación y divergencia de aminoácidos en los 75 aminoácidos del extremo N de M de diversos 
clados del virus VIH-1. VIH-1 NDK mostró 10 diferencias en los aminoácidos de VIH-1 BRU (Figura 7). Sin embargo, 35 
solo se observaron ocho de estas diferencias cuando VIH-1 NDK se comparó con una selección de 20 virus VIH-1 
de subtipo B diferentes (Figura 8). Cuando se incluyeron otros virus de subtipo D en la comparación, solo 
permanecieron 4 de estas diferencias (Figura 9). Estas diferencias son la ausencia de un ácido glutámico en la 
posición de aminoácido 12, la ausencia de una arginina en la posición de aminoácido 15, la ausencia de una valina 
en la posición de aminoácido 46 y la ausencia de una leucina en la posición de aminoácido 61 en los virus de subtipo 40 
D. 

Cuando se incluyeron otros virus de subtipo en la comparación, pareció que los otros subtipos se alinearon con el 
subtipo D, conservando casi todas estas diferencias (Figura 10). Casi todos los virus no de subtipo B presentaron 
una lisina en la posición 12. Muchos de los virus no de subtipo B presentaron una alanina en la posición 15. Casi 
todos los virus no de subtipo B presentaron una leucina en la posición 46. Casi todos los virus no de subtipo B 45 
presentaron una metionina o isoleucina en la posición 61. Los virus no de subtipo B presentaron el consenso de una 
lisina en la posición 12, un aminoácido distinto de arginina en la posición 15, una leucina en la posición 46 y una 
isoleucina o metionina en la posición 61. 

El texto describe vectores de encapsidación que codifican proteínas Gag y/o Pol no de subtipo B y células 
hospedadoras que comprenden estos vectores. El texto describe además métodos de preparación de vectores de 50 
encapsidación que codifican proteínas Gag y/o Pol no de subtipo B. El texto también describe métodos de uso de 
estos vectores de encapsidación para generar vectores lentivirales, y vectores lentivirales que comprenden proteínas 
Gag y/o Pol no de subtipo B. 

Vectores de encapsidación 

El texto describe vectores de encapsidación que codifican proteínas Gag y/o Pol no de subtipo B. Un "vector de 55 
encapsidación" lentiviral se define en el presente documento como una secuencia de ácidos nucleicos que no 
codifica Env de VIH-1 funcional y que carece de un sitio Ψ, pero capaz de expresar proteínas Gag y/o Pol lentivirales 
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que se pueden incorporar en partículas virales cuando se cotransfectan con un vector que contiene señales 
lentivirales apropiadas que actúan en cis para la encapsidación. El vector de encapsidación lentiviral de la invención 
es incapaz de replicarse él mismo por encapsidación e invertir la transcripción de su propia secuencia. 

El vector de encapsidación puede ser un vector de ARN o ADN. Las proteínas Gag y Pol no de subtipo B se pueden 
seleccionar de proteínas de subtipo A, subtipo C, subtipo D, subtipo E, subtipo F1, subtipo F2, subtipo G, subtipo H, 5 
y subtipo J, y recombinantes de las mismas. Un vector de encapsidación preferido comprende SEQ ID NO: 1 o 
codifica SEQ ID NO: 2. 

El texto describe vectores de encapsidación que codifican proteínas Gag no de subtipo B y células hospedadoras 
que comprenden estos vectores. Las proteínas Gag no de subtipo B se pueden seleccionar de proteínas de subtipo 
A, subtipo C, subtipo D, subtipo E, subtipo F1, subtipo F2, subtipo G, subtipo H y subtipo J, y recombinantes de las 10 
mismas. Más particularmente, la presente invención se refiere a un vector de encapsidación lentiviral defectuoso en 
la replicación que no codifica una Env de VIH-1 funcional y que carece de un sitio Ψ y que codifica Gag-Pol de VIH-1 
seleccionado del grupo que consiste en Gag-Pol de VIH-1 de VIH-1 NDK o Gal-Pol de VIH-1 de un VIH-1 de subtipo 
D, caracterizado por que la proteína Gag-Pol comprende una porción de proteína MA que tiene una o más de las 
siguientes características: 15 

la ausencia de un ácido glutámico en la posición de aminoácido 12; 

la ausencia de una arginina en la posición de aminoácido 15; 

la ausencia de una valina en la posición de aminoácido 46; y 

la ausencia de una leucina en la posición de aminoácido 61, en la que las posiciones de aminoácidos se 
numeran con respecto a SEQ ID NO: 5. 20 

Un vector de encapsidación preferido codifica la porción de proteína Gag de SEQ ID NO: 2. 

El texto describe vectores de encapsidación que codifican proteínas MA no de subtipo B y células hospedadoras que 
comprenden estos vectores. Las proteínas MA no de subtipo B se pueden seleccionar de proteínas de subtipo A, 
subtipo C, subtipo D, subtipo E, subtipo F1, subtipo F2, subtipo G, subtipo H y subtipo J, y recombinantes de las 
mismas. Un vector de encapsidación preferido codifica SEQ ID NO: 3 o la porción de proteína MA de SEQ ID NO: 2. 25 

En diversas realizaciones, el vector de encapsidación comprende SEQ ID NO: 1 o una secuencia de ácidos 
nucleicos que es al menos el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % idéntica a SEQ ID NO: 1. En diversas realizaciones, el 
vector de encapsidación codifica SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, o una secuencia de aminoácidos que es al menos el 
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % idéntica a SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3. 

Como se usa en el presente documento, el porcentaje de identidad de dos secuencias de ácidos nucleicos se puede 30 
determinar comparando la información de secuencias usando el programa informático GAP, versión 6.0, descrito por 
Devereux et al. (Nucl. Acids Res. 12:387, 1984) y disponible de University of Wisconsin Genetics Computer Group 
(UWGCG), usando los parámetros por defecto para el programa GAP que incluyen: (1) una matriz de comparación 
unaria (que contiene un valor de 1 para identidades y 0 para no identidades) para nucleótidos, y la matriz de 
comparación ponderada de Gribskov y Burgess, Nucl. Acids Res. 14:6745, 1986, como se describe por Schwartz y 35 
Dayhoff, eds., Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358, 
1979; (2) una penalización de 3,0 para cada hueco y una penalización de 0,10 adicional para cada símbolo en cada 
hueco; y (3) ninguna penalización para huecos terminales. 

El vector comprende una secuencia que codifica una proteína MA de VIH-1 que tiene una o más de las siguientes 
características: 40 

la ausencia de un ácido glutámico en la posición de aminoácido 12; 

la ausencia de una arginina en la posición de aminoácido 15; 

la ausencia de una valina en la posición de aminoácido 46; y 

la ausencia de una leucina en la posición de aminoácido 61. 

En diversas realizaciones, el vector comprende una secuencia que codifica una proteína MA de VIH-1 que tiene una 45 
o más de las siguientes características: 

el aminoácido en la posición 12 es una lisina; 

el aminoácido en la posición 15 es una treonina; 

el aminoácido en la posición 15 es una alanina; 

el aminoácido en la posición 46 es una leucina; 50 
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el aminoácido en la posición 61 es una isoleucina; y/o 

el aminoácido en la posición 61 es una metionina. 

El vector de encapsidación codifica Gag y Pol de VIH-1. Más preferentemente, el vector de encapsidación codifica 
una proteína Gag MA de VIH-1. 

El vector de encapsidación puede contener secuencias virales o no virales para la expresión de Gag y Pol. El vector 5 
de encapsidación puede contener una LTR de VIH-1 o la región U3 de una LTR de VIH-1. En otras realizaciones, el 
vector de encapsidación no contiene LTR de VIH-1. Se puede usar cualquier promotor para conducir la expresión de 
Gag y Pol. Preferentemente, el promotor es un promotor fuerte en células humanas. Más preferentemente, el vector 
de encapsidación contiene un promotor de citomegalovirus (CMV), un potenciador temprano del CMV / promotor de 
β-actina de pollo (CAG), un promotor del virus del sarcoma de Rous (VSR), un promotor de fosfoglicerato cinasa 10 
humana (hPGK), o una U3 de un promotor de LTR (por ejemplo, U3 de virus del sarcoma mieloproliferativo (VSMP)) 
que conduce la expresión de los genes codificados, por ejemplo gag y pol. 

Preferentemente, el vector de encapsidación contiene una señal de poliadenilación. Puede ser cualquier señal de 
poliadenilación. Preferentemente, la señal de poliadenilación es una señal fuerte en células humanas. Más 
preferentemente, la señal de poliadenilación es una α2-globina humana o una señal de poliadenilación de la 15 
hormona de crecimiento bovina (BGH). 

Preferentemente, el vector de encapsidación contiene un elemento sensible a Rev (RRE). En una realización 
preferida, el vector de encapsidación expresa una proteína Rev de VIH-1. En una realización preferida, el vector de 
encapsidación contiene al menos un sitio donante de corte y empalme y al menos un sitio aceptor de corte y 
empalme. En una realización, el vector de encapsidación expresa una proteína Tat de VIH-1. 20 

En realizaciones preferidas, el vector de encapsidación carece de secuencias que codifican Vif, Vpr, Vpu y/o Nef de 
VIH-1. El vector de encapsidación puede comprender una secuencia que codifica una proteína MA de VIH-1 que 
tiene una o más de las características tratadas en el presente documento. 

El texto menciona una realización donde el vector de encapsidación codifica solo 1 proteína de VIH-1, Gag. En una 
realización, el vector de encapsidación codifica solo 2 proteínas de VIH-1, Gag y Pol. En una realización, el vector de 25 
encapsidación codifica solo 3 proteínas de VIH-1, seleccionadas de Gag, Pol, Rev y Tat. En una realización, el 
vector de encapsidación codifica solo 4 proteínas de VIH-1, Gag, Pol, Rev y Tat. 

En una realización, el vector comprende (desde 5' hasta 3') un promotor del CMV, una secuencia de ácidos 
nucleicos que codifica Gag-Pol de VIH-1, un exón que codifica parte de Tat y Rev, un sitio donante de corte y 
empalme, un intrón que contiene un RRE, un sitio aceptor de corte y empalme, un exón que codifica parte de Tat y 30 
Rev, y una señal de poliadenilación. Gag-Pol de VIH-1 es una Gag-Pol de VIH-1 de subtipo D. 

El vector de encapsidación puede contener además un origen for replicación en bacterias o células eucariotas. El 
vector de encapsidación puede contener un gen marcador de selección para la selección en bacterias o células 
eucariotas. 

El texto describe células hospedadoras que comprenden los vectores de encapsidación de la invención. Las células 35 
hospedadoras se pueden transfectar transitoriamente con los vectores de encapsidación de la invención. En 
particular, la presente invención se refiere a una célula aislada que comprende el vector de encapsidación lentiviral 
defectuoso en la replicación de la invención. En una realización particular, el vector se integra establemente en el 
genoma de la célula. Las células hospedadoras pueden ser líneas celulares con los vectores de encapsidación de la 
invención integrados en el genoma de la célula hospedadora. Muchas células diferentes son células hospedadoras 40 
adecuadas. Preferentemente, las células son células humanas, más preferentemente una línea celular humana 
inmortalizada. En una realización, las células son células HEK 293T. En una realización, las células son células 
HeLA, HT1080 o PER C6 (Delenda et al, Cells for Gene Therapy and vector Production, from Methods in 
Biotechnology, Vol 24: Animal Cell Biotechnology: Methods and Protocols, 2ª Ed. Editado por R. Pörtner, Humana 
Press Inc., Totowa, NJ). 45 

Sistemas de encapsidación 

El texto describe sistemas de encapsidación lentiviral que comprenden células que expresan proteínas Gag y/o Pol 
no de subtipo B. Un "sistema de encapsidación" lentiviral se define en el presente documento como un sistema 
basado en células que comprende células que expresan al menos las proteínas Gag y Pol lentivirales en ausencia 
de un sitio Ψ, y capaces de encapsidación y transcripción inversa de un ácido nucleico exógeno que contiene un sitio 50 
Ψ. Las células del sistema de encapsidación lentiviral también pueden expresar otras proteínas virales. 
Preferentemente, el sistema de encapsidación lentiviral expresa una proteína de la envoltura. La proteína de la 
envoltura puede ser una proteína de la envoltura lentiviral (por ejemplo, Env de VIH-1) o no lentiviral (por ejemplo, 
VEV, virus Sindbis, virus de la rabia). En diversas realizaciones, el sistema de encapsidación lentiviral expresa una 
proteína Tat y/o Rev de VIH-1. 55 
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En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidación lentiviral contienen secuencias que codifican 
Gag y/o Pol de VIH-1 establemente integradas en su genoma. En diversas realizaciones, las células del sistema de 
encapsidación lentiviral contienen secuencias que codifican una proteína de la envoltura establemente integrada en 
su genoma. En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidación lentiviral contienen secuencias que 
codifican Tat y/o Rev de VIH-1 establemente integradas en su genoma. 5 

En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidación lentiviral expresan transitoriamente proteínas 
Gag y/o Pol de VIH-1. En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidación lentiviral expresan 
transitoriamente una proteína de la envoltura. En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidación 
lentiviral expresan transitoriamente proteínas Tat y/o Rev de VIH-1. 

Las células del sistema de encapsidación lentiviral pueden expresar proteínas Gag y Pol no de subtipo B 10 
seleccionadas de proteínas de subtipo A, subtipo C, subtipo D, subtipo E, subtipo F1, subtipo F2, subtipo G, subtipo 
H y subtipo J, y recombinantes de las mismas. En una realización, las células del sistema de encapsidación lentiviral 
comprenden SEQ ID NO: 1 o expresan SEQ ID NO: 2. 

En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidación lentiviral expresan proteínas Gag no de subtipo 
B. Las proteínas Gag no de subtipo B se pueden seleccionar de proteínas de subtipo A, subtipo C, subtipo D, subtipo 15 
E, subtipo F1, subtipo F2, subtipo G, subtipo H y subtipo J, y recombinantes de las mismas. 

En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidación lentiviral expresan proteínas MA no de subtipo 
B. Las proteínas MA no de subtipo B se pueden seleccionar de proteínas de subtipo A, subtipo C, subtipo D, subtipo 
E, subtipo F1, subtipo F2, subtipo G, subtipo H y subtipo J, y recombinantes de las mismas. Un vector de 
encapsidación preferido codifica SEQ ID NO: 3 o la porción de proteína MA de SEQ ID NO: 2. 20 

En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidación lentiviral pueden contener cualquiera de los 
vectores lentivirales de la invención. 

En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidación lentiviral contienen SEQ ID NO: 1 o una 
secuencia de ácidos nucleicos que es al menos el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % idéntica a SEQ ID NO: 1. En 
diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidación lentiviral expresan una proteína con la secuencia de 25 
aminoácidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, o una secuencia de aminoácidos que es al menos el 95 %, 96 %, 
97 %, 98 %, 99 % idéntica a SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3. 

Métodos de producción de vectores de encapsidación 

El texto describe métodos de preparación de vectores de encapsidación que codifican proteínas Gag y/o Pol no de 
subtipo B. El vector de encapsidación puede comprender cualquiera de las características tratadas en el presente 30 
documento. En particular, la presente invención se refiere a un método de generación de un vector de encapsidación 
lentiviral defectuoso en la replicación de cualquiera de la invención, comprendiendo el método insertar una 
secuencia de nucleótidos que codifica Gag-Pol de VIH-1 según la invención, respectivamente en un plásmido bajo el 
control de un promotor no del VIH para generar el vector de encapsidación. En una realización, el método 
comprende insertar una secuencia de Gag y/o Pol de un virus de VIH-1 no de subtipo B en un plásmido bajo el 35 
control de un promotor no del VIH (por ejemplo, promotor del CMV) para generar un vector de encapsidación. El 
texto menciona una realización donde el vector de encapsidación codifica solo 1 proteína de VIH-1. En una 
realización, el vector de encapsidación codifica solo 2 proteínas de VIH-1. En una realización, el vector de 
encapsidación codifica solo 3 proteínas de VIH-1, seleccionadas de Gag, Pol, Rev y Tat. En una realización, el 
vector de encapsidación codifica solo 4 proteínas de VIH-1, Gag, Pol, Rev y Tat. 40 

En diversas realizaciones, el plásmido comprende uno o más de un promotor del CMV, un exón que codifica parte 
de Tat y Rev, un sitio donante de corte y empalme, un intrón que contiene un RRE, un sitio aceptor de corte y 
empalme, un exón que codifica parte de Tat y Rev, y una señal de poliadenilación. 

En diversas realizaciones, el vector de encapsidación comprende un promotor del CMV, un exón que codifica parte 
de Tat y Rev, un sitio donante de corte y empalme, un intrón que contiene un RRE, un sitio aceptor de corte y 45 
empalme, un exón que codifica parte de Tat y Rev, y una señal de poliadenilación. 

El virus de VIH-1 no de subtipo B se puede seleccionar de virus de subtipo A, subtipo C, subtipo D, subtipo E, 
subtipo F1, subtipo F2, subtipo G, subtipo H, y subtipo J, y recombinantes de los mismos. 

En una realización, el método comprende proporcionar un vector de encapsidación que comprende una secuencia 
Gag de un virus de VIH-1 de subtipo B y sustituir las secuencias de Gag en el vector con secuencias de un virus de 50 
VIH-1 no de subtipo B. 

El virus de VIH-1 no de subtipo B se puede seleccionar de virus de subtipo A, subtipo C, subtipo D, subtipo E, 
subtipo F1, subtipo F2, subtipo G, subtipo H y subtipo J, y recombinantes de las mismas. En una realización 
preferida, el virus de VIH-1 no de subtipo B es VIH-1 NDK. 
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Métodos de producción de vectores lentivirales 

El texto también menciona métodos de uso de vectores de encapsidación que codifican proteínas Gag y/o Pol de 
VIH-1 no de subtipo B para generar vectores lentivirales. En una realización, el texto describe administrar un vector 
de encapsidación que codifica una proteína Gag o Pol de VIH-1 no de subtipo B a una célula con un vector lentiviral. 
El vector de encapsidación puede comprender cualquiera de las características tratadas en el presente documento. 5 
La presente invención se refiere a un método in vitro para generar un partícula de vector lentiviral, comprendiendo el 
método administrar un vector de encapsidación según cualquiera de la invención a una célula con un vector 
lentiviral. En particular, el vector de encapsidación se transfecta en la célula. Además, en una realización particular, 
el vector de encapsidación está establemente integrado en el genoma de la célula. 

El vector lentiviral comprende secuencias que actúan en cis para la encapsidación y transcripción inversa, que 10 
incluyen un sitio Ψ y sitio de unión al cebador. Preferentemente, el vector lentiviral comprende dos secuencias de 
LTR de VIH-1. En una realización, una de las LTR se deleciona para las secuencias U3 y R. Preferentemente, el 
vector lentiviral comprende un tracto de polipurina central (cPPT) y una secuencia terminal central (CTS). El vector 
lentiviral codifica preferentemente una proteína lentiviral o no lentiviral, tal como un marcador de selección o 
antígeno de tumor. 15 

En una realización, el vector lentiviral comprende uno o más antígenos de VIH, preferentemente un antígeno de VIH-
1. Más preferentemente, el antígeno es un antígeno Gag, Pol, Env, Vif, Vpr, Vpu, Nef, Tat o Rev. El antígeno puede 
ser un único antígeno, una mezcla de antígenos, un polipéptido antigénico, o una mezcla de polipéptidos antigénicos 
de estas proteínas. En una realización preferida, el vector lentiviral comprende un antígeno Gag p24 de VIH-1. 

En una realización, el texto describe un vector lentiviral que comprende un promotor que contiene NIS. Un "promotor 20 
que contiene NIS" comprende un sitio de unión NF-Kb, un elemento de respuesta estimulado por interferón (ISRE) y 
un módulo SXY (SXY). Ejemplos de promotores que contienen NIS que existen de forma natural son el promotor de 
β2m y los promotores del gen de MHC de clase I. Estos promotores que contienen NIS que existen de forma natural 
generalmente se clonan o se reproducen a partir de la región promotora de un gen que codifica una proteína β2m o 
una proteína de clase I de MHC, o se denomina supuestamente que codifican dichas proteínas en las bases de 25 
datos de genomas (antiguamente: base de datos de polinucleótidos NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/dna-
rna). Tanto las proteínas β2m como MHC de clase I entran en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Las 
secuencias promotoras de β2m y MHC de clase I también se denominan normalmente como tales en bases de datos 
del genoma - es decir, se indica que son secuencias promotoras de β2m y de MHC de clase I. 

Los promotores de clase I de MHC y β2-microglobulina contienen las homologías estructurales compartidas de los 30 
promotores que contienen NIS. Estos promotores también comparten la capacidad de ser fuertemente activados en 
células dendríticas, así como de reducir la intensidad, en la mayoría de los otros tejidos del cuerpo humano. 

En una realización, el vector de encapsidación y el vector lentiviral se introducen juntos en una célula para permitir la 
formación de partículas de vector lentiviral que contienen la proteína Gag producida por el vector de encapsidación y 
el ácido nucleico producido por el vector lentiviral. Preferentemente, esto se logra por cotransfección de las células 35 
con el vector de encapsidación y el vector lentiviral. Las células también se pueden transfectar con un ácido nucleico 
que codifica una proteína Env, preferentemente una glucoproteína G de VEV. Preferentemente, las partículas de 
vector lentiviral son capaces de la entrada, transcripción inversa y expresión en una célula hospedadora apropiada. 

En una realización, el vector de encapsidación o el vector lentiviral está establemente integrado en células, y el 
vector no integrado se transfecta en las células para permitir la formación de partículas de vector lentiviral. 40 

En una realización, el método comprende además recoger el vector lentiviral producido por las células. 

En una realización, el método comprende además seleccionar un vector de encapsidación que encapsida un título 
más alto del vector lentiviral que un mismo vector de encapsidación que codifica una proteína Gag o Pol de subtipo 
B. Preferentemente, el título aumenta al menos 1,5 o 2 veces con respecto al vector de encapsidación que codifica 
una proteína Gag o Pol de subtipo B. 45 

Partículas de vector lentiviral 

El texto también describe partículas de vector lentiviral que comprenden proteínas Gag y/o Pol de VIH-1 no de 
subtipo B. Las proteínas Gag y Pol no de subtipo B pueden comprender cualquiera de las características tratadas en 
el presente documento. 

En particular, la presente invención se refiere a un partícula de vector lentiviral que comprende proteínas Gag y Pol 50 
de VIH-1 seleccionadas del grupo que consiste en proteínas Gag y Pol de VIH-1 de VIH-1 NDK o proteínas Gag y 
Pol de VIH-1 de un subtipo D VIH-1 caracterizado porque la proteína Gag-Pol comprende una porción de proteína 
MA que tiene una o más de las siguientes características: 

la ausencia de un ácido glutámico en la posición de aminoácido 12; 
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la ausencia de una arginina en la posición de aminoácido 15; 

la ausencia de una valina en la posición de aminoácido 46; y 

la ausencia de una leucina en la posición de aminoácido 61, en la que las posiciones de aminoácidos se 
numeran con respecto a SEQ ID NO: 5. 

En particular, las proteínas Gag y Pol son proteínas Gag y Pol producidas expresando una secuencia de ácidos 5 
nucleicos que codifica la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2. 

La partícula de vector lentiviral comprende un ácido nucleico que comprende secuencias que actúan en cis para la 
encapsidación y transcripción inversa, que incluyen un sitio Ψ y sitio de unión al cebador en asociación con proteínas 
Gag, Pol y Env. Preferentemente, el ácido nucleico comprende dos secuencias LTR de VIH-1. En una realización, 
una de las LTR se deleciona para las secuencias de U3 y R. Preferentemente, el ácido nucleico de la partícula de 10 
vector lentiviral comprende un tracto de polipurina central (cPPT) y una secuencia terminal central (CTS). El ácido 
nucleico codifica preferentemente una proteína lentiviral o no lentiviral, tal como un marcador de selección o 
antígeno de tumor. Preferentemente, la partícula de vector lentiviral comprende una glucoproteína de VEV. 

Preferentemente, el vector lentiviral comprende un promotor que contiene NIS. En una realización, el promotor es 
una promotor de β2m. 15 

En una realización, el vector lentiviral comprende uno o más antígenos de VIH, preferentemente un antígeno de VIH-
1. Más preferentemente, el antígeno es un antígeno Gag, Pol, Env, Vif, Vpr, Vpu, Nef, Tat o Rev. 

Los vectores lentivirales de la invención se pueden administrar a una célula hospedadora, que incluye un 
hospedador humano. 

La partícula de vector lentiviral puede contener un mecanismo de direccionamiento para tipos de células específicos. 20 
Véase, por ejemplo, Yang et al., Targeting lentiviral vectors to specific cell types in vivo, PNAS 113(31):11479-11484 
(2006), que se incorpora por este documento como referencia. El direccionamiento se puede lograr mediante un 
anticuerpo que se une a una proteína de la superficie celular sobre una célula. El tipo de célula dirigido es 
preferentemente una célula dendrítica, un linfocito T, un linfocito B. Se prefiere el direccionamiento al tipo de célula 
dendrítica y se puede llevar a cabo mediante proteínas de la envoltura que se unen específicamente a una proteína 25 
de la superficie DC. Véase, por ejemplo, Yang et al., Engineered Lentivector Targeting of Dendritic Cells for In Vivo, 
Nat Biotechnol. 2008 March; 26(3): 326-334, que se incorpora por este documento como referencia. 

El presente texto describe además el uso de los vectores lentivirales según la invención, especialmente en forma de 
partículas de vector lentiviral, para la preparación de composiciones terapéuticas o vacunas que pueden inducir o 
contribuir a la aparición o mejora de una reacción inmunológica contra epítopes, más particularmente los codificados 30 
por el transgén presente en los vectores. 

Ejemplos 

Ejemplo 1. Construcción de plásmido 

Se amplificó por PCR el gen gag-pol, usando dos cebadores y pNDK-N, un clon de VIH-1 NDK, como molde. Con el 
fin de obtener el plásmido pThV-GP-N, se digirió con EagI/SalI el producto de PCR y se insertó en la construcción de 35 
encapsidación p8.74, también digerida por EagI/SalI. 

Ejemplo 2. Producción de vector lentiviral por transfección 

Se produjo reserva de vector lentiviral usando pFLAP CMV GFP bis y pTHV-VEV.G (INDI-CO)bis en combinación 
con p8.74 o pThV-GP-N. Se hicieron 36 transfecciones, 18 con p8.74 y 18 con pThV-GP-N. Todo el sobrenadante se 
almacenó a -80 ºC. 40 

El plásmido pFLAP-CMV GFP bis codificó la proteína verde fluorescente (GFP), cuya expresión se puede detectar 
por citometría de flujo. 

Ejemplo 3. Valoración de la producción de vector lentiviral 

Se determinó el título de vector por la frecuencia de expresión de GFP en células 293T. Las células se cultivaron en 
placas de 24 pocillos, en DMEM que contenía 10 % de FBS, hasta que alcanzaron una densidad de 1×105 células 45 
por pocillos. Las células se transdujeron entonces con diferente volumen de sobrenadante de vector en un volumen 
final de 300 µl. Después de 2 horas, se añadió a cada pocillo 700 µl de medio fresco que contenía 10 % de FBS. 72 
horas después de la transducción, entonces se eliminó el medio y las células se lavaron en solución salina 
tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS; Gibco). Las células se eliminaron con 0,05 % de tripsina-EDTA (Gibco). 
La tripsinización se detuvo mediante la adición de 300 µl de DMEM completo, y las células se transfirieron a un tubo 50 
para FACS, después de lo cual se contó el número de células que expresaban GFP con un FACSCalibur (BD 
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Biosciences) usando una longitud de onda de excitación de 509 nm. Solo se consideró el porcentaje de células GFP 
positivas por debajo del 30 %. 

Los resultados se muestran en la Figura 3. Se observó una diferencia significativa entre las producciones de 
vectores pThV-GP-N y p8.74, con títulos más altos obtenidos usando el plásmido pThV-GP-N. De hecho, el título de 
vector obtenido con el plásmido de encapsidación pThV-GP-N fue 2 veces superior al título de vector obtenido con el 5 
plásmido p8.74 clásicamente usado (p<0,001 según la prueba de Student). 

Ejemplo 4. Elevado título de vector lentiviral con pThV-GP-N 

Se prepararon virus VIH-1 BRU y VIH-1 NDK en células 293T y se usaron para transducir células P4 CCR5. Estas 
células engloban un gen de luciferasa estable bajo el control de LTR de VIH: Si se transducen con proteína TAT (que 
es el caso cuando se infectan con un VIH WT), se expresa el gen LacZ y se puede medir una expresión de 10 
luciferasa. Se midieron la expresión de Gag p24 de VIH-1 y de luciferasa. Los resultados se muestran en la Figura 4, 
y confirman que el virus NDK no mutante tiene una tasa de transducción más alta que BRU no mutante. 

Ejemplo 5. p24 elevado y título con pThV-GP-N 

Se usaron diferentes relaciones de vectores de encapsidación p8.74 y pSD GP NDK para producir partículas de 
vector lentiviral. Para cada relación, se midieron el título y el nivel de P24. Los resultados se muestran en la Figura 5 15 
y demuestran que es la presencia del plásmido de encapsidación de NDK la que es responsable de la potenciación 
de los títulos de producción y del nivel de P24. 

Ejemplo 6. Procesamiento de p24 disminuido con pThV-GP-N 

Se usaron vectores de encapsidación p8.74 y pTHV-GP-N para producir sobrenadantes que contenían partículas de 
vector lentiviral. Se realizaron transferencias Western en los sobrenadantes usando el MAB anti-P24 NIH (183-H12-20 
5C). Los resultados se muestran en la Figura 6, y confirman que la diferencia entre los plásmidos de encapsidación 
de NDK y BRU se basa en la producción de la proteína P24 y precursor, ya que parece que NDK genera una mayor 
síntesis de P24 (presencia de precursor de P24 en el sobrenadante viral) cuando BRU muestra solo P24 en el 
sobrenadante viral. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un vector de encapsidación lentiviral defectuoso en la replicación que no codifica una Env de VIH-1 funcional y 
que carece de un sitio Ψ y que codifica Gag-Pol de VIH-1 seleccionado del grupo que consiste en Gag-Pol de VIH-1 
de VIH-1 NDK o Gal-Pol de VIH-1 de un VIH-1 de subtipo D, caracterizado por que la proteína Gag-Pol comprende 
una porción de proteína MA que tiene una o más de las siguientes características: 5 

la ausencia de un ácido glutámico en la posición de aminoácido 12; 

la ausencia de una arginina en la posición de aminoácido 15; 

la ausencia de una valina en la posición de aminoácido 46; y 

la ausencia de una leucina en la posición de aminoácido 61, en la que las posiciones de aminoácidos se 
numeran con respecto a SEQ ID NO: 5. 10 

2. El vector de la reivindicación 1, en el que la proteína Gag-Pol de VIH-1 es una proteína Gag-Pol de VIH-1 de VIH-
1 NDK. 

3. El vector de la reivindicación 2, en el que el vector codifica la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2. 

4. Un método de generación de un vector de encapsidación lentiviral defectuoso en la replicación de cualquiera de 
las reivindicaciones 1, 2 y 3, comprendiendo el método insertar una secuencia de nucleótidos que codifica Gag-Pol 15 
de VIH-1 según la reivindicación 1, 2 o 3, respectivamente, en un plásmido bajo el control de un promotor no del VIH 
para generar el vector de encapsidación. 

5. Un método in vitro de generación de una partícula de vector lentiviral, comprendiendo el método administrar un 
vector de encapsidación según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 a una célula con un vector lentiviral. 

6. El método de la reivindicación 5, en el que el vector de encapsidación se transfecta en la célula. 20 

7. El método de la reivindicación 5, en el que el vector de encapsidación se integra establemente en el genoma de la 
célula. 

8. Una célula aislada que comprende el vector de encapsidación lentiviral defectuoso en la replicación de una 
cualquiera de las reivindicaciones 1-3. 

9. La célula de la reivindicación 8, en la que el vector se integra establemente en el genoma de la célula. 25 

10. Una partícula de vector lentiviral que comprende las proteínas Gag y Pol de VIH-1 seleccionadas del grupo que 
consiste en las proteínas Gag y Pol de VIH-1 de VIH-1 NDK o proteínas Gag y Pol de VIH-1 de un VIH-1 de subtipo 
D, caracterizada porque la proteína Gag-Pol comprende una porción de proteína MA que tiene una o más de las 
siguientes características: 

la ausencia de un ácido glutámico en la posición de aminoácido 12; 30 

la ausencia de una arginina en la posición de aminoácido 15; 

la ausencia de una valina en la posición de aminoácido 46; y 

la ausencia de una leucina en la posición de aminoácido 61, en la que las posiciones de aminoácidos se 
numeran con respecto a SEQ ID NO: 5. 

11. La partícula de vector lentiviral de la reivindicación 10, en la que las proteínas Gag y Pol son proteínas Gag y Pol 35 
producidas expresando una secuencia de ácidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 2. 
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