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DESCRIPCION
Uso de proteinas GAG no de subtipo B para encapsidacion lentiviral
Antecedentes de la invencion

Se han desarrollado vacunas recombinantes con el progreso de la tecnologia de ADN recombinante, que permiten la
modificacién de genomas virales para producir virus modificados. De este modo, ha sido posible introducir
secuencias genéticas en patégenos no virales, de manera que codifiquen proteinas inmunogénicas que se van a
expresar en células diana tras la infeccién, con el fin de desarrollar una respuesta inmunitaria especifica en su
hospedador.

Dichas vacunas constituyen un avance importante en la tecnologia 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
(atenuados) y eliminar riesgos asociados con la fabricaciéon de vacunas inactivadas.

La administracién génica usando retrovirus modificados (vectores retrovirales) se introdujo a principios de los afios
80 por Mann et al. (Cell, 33(1): 153-9, 1983). Los vectores retrovirales oncogénicos mas cominmente usados se
basan en el virus de la leucemia murina de Moloney (MLV). Tienen un genoma simple del que se producen las
poliproteinas Gag, Pol y Env y se requieren en trans para la replicacién viral (Breckpot et al., 2007, Gene Ther,
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 integracion, la secuencia de encapsidacion W, el sitio de unién a ARN de transporte (sitio de unién a cebador,
PBS) y algunas secuencias adicionales implicadas en la transcripcién inversa (la repeticion R dentro de LTR, y los
tractos de polipurina, PPT, necesarios para la iniciacién de la hebra mas). Para generar vectores retrovirales
defectuosos en la replicacion, los genes gag, pol y env se delecionan generalmente completamente y se sustituyen
con un casete de expresion.

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 toxicos y, a
diferencia de otros retrovirus, los lentivirus pueden transducir células no divisorias, en particular células dendriticas
(He et al. 2007, Expert Rev vaccines, 6(6):913-24), que permiten la presentacion de antigeno mediante la via
endogena.

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
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 infeccién de por vida. La replicacion persistente
de los virus en sus hospedadores depende de su capacidad para eludir las defensas del hospedador.

El disefio de vectores lentivirales recombinantes se basa en la separacion de las secuencias de accién en cisy trans
del lentivirus. La eficiente integracién y replicacion en células no divisorias requiere la presencia de dos secuencias
de accién en cis en el genoma lentiviral, el tracto de polipurina central (cPPT) y la secuencia terminal central (CTS).
Estos conducen a la formacion de una estructura de ADN de triple hebra denominada la "solapa" de ADN central,
que maximiza la eficiencia de la importacién génica en los nicleos de células no divisorias, que incluyen células
dendriticas (DC) (Zennou et al., 2000, Cell, 101(2) 173-85; Arhel et al., 2007, EMBO J, 26(12):3025-37).

Se han generado vectores lentivirales de VIH-1 basandose en proporcionar las proteinas Gag, Pol, Tat y Rev de
subtipo B para los vectores de encapsidacion en trans a partir de una construccion de encapsidacion (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 proteinas Gag y Pol de subtipo B. No se evalu6 el efecto de las secuencias
de gag y pol no de subtipo B en una construccion de encapsidaciéon de VIH-1.

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 mas 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 paises industrializados desarrollados, clado B, se diferencia considerablemente de los subtipos y
recombinantes que existen en Africa y Asia, donde residen la gran mayoria de las personas infectadas por el VIH.
Spira et al., J. Antimicrobial Chemotherapy (2003) 51, 229-240. Asi, 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. /d. La diversidad de subtipos puede afectar los modos de transmision del VIH. La homosexualidad y el
abuso de farmacos intravenosos son los modos primarios de transmision observados para las cepas de clado B en
Europa y América. I/d. A diferencia, los clados A, C, D y E predominan en Africa y Asia donde predomina la
transmisién heterosexual. /d. Ademas, algunos estudios sugieren que la progresion del SIDA se diferencia en funcion
del subtipo infectante. /d. Asi, 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 nucleétidos derivadas
de multiples regiones subgendmicas (gag, pol y env) de las mismas cepas aisladas, o en el andlisis de secuencias
gendmicas de longitud completa. Un analisis filogenético de secuencias de longitud casi completa del VIH-1 revel6
que el subtipo B de VIH-1 estaba muy estrechamente relacionado genéticamente con el subtipo D de VIH (Figura 1).
Los analisis filogenéticos de las secuencias de proteinas Gag y Pol de VIH-1 también mostraron que el subtipo B de
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 més citopatico 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 analisis fenotipico de virus recombinantes indico
que los 75 aminoé&cidos desde la parte del extremo N de la proteina de matriz de VIH-1-NDK (MA), junto con la
glucoproteina de la envuelta de VIH-1-NDK, son responsables de la potenciada fusogenicidad de VIH-1-NDK en
linfocitos CD4+, asi como de la potenciada infectividad de VIH-1-NDK en algunas lineas celulares CD4. /d.

Existe una necesidad en la materia de construcciones de encapsidacién lentiviral que produzcan mayores titulos de
vectores lentivirales encapsidados, con el fin de reducir los volimenes de inyeccién, aumentar las dosificaciones,
reducir el coste de vacunacién y aumentar el nimero de pacientes que se podrian tratar con un lote. La actual
invencion cumple esta necesidad.

Breve sumario de la invencion

Se sustituy6 el gen gag-pol de subtipo B de VIH-1 en un plasmido de encapsidacion lentiviral (construccion p8.74)
por el gen gag-pol de un VIH-1 de subtipo D para generar la construccion pThV-GP-N. Las construcciones se usaron
para la produccion de vectores lentivirales. Se obtuvieron titulos aproximadamente 2 veces mayores usando el
plasmido pThV-GP-N en comparacién con la construccion p8.74. Asi, Gag-Pol de un virus de subtipo D aumenta el
titulo de particulas de vector lentiviral con respecto a Gag-Pol de un virus de subtipo B.

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

La presente invencion se refiere a un vector de encapsidacion lentiviral defectuoso en la replicacion que no codifica
una Env de VIH-1 funcional y que carece de un sitio W 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
proteina Gag-Pol comprende una porcién de proteina MA que tiene una o mas de las siguientes caracteristicas:

la ausencia de un acido glutamico en la posicion de aminodacido 12;
la ausencia de una arginina en la posicion de aminoacido 15;
la ausencia de una valina en la posicién de aminoé&cido 46;y

la ausencia de una leucina en la posicién de aminoacido 61, en la que las posiciones de aminoacidos se
numeran con respecto a SEQ ID NO: 5.

En una realizacion particular, la proteina Gag-Pol de VIH-1 es una proteina Gag-Pol de VIH-1 de VIH-1 NDK. En una
realizacién preferida, el vector de encapsidacion lentiviral codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO 1 es:
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atgggtgcgagagcgtcagtattaagegggggaaaattagatacatgggaaagaattcggttac
ggccaggaggaaagaaaaaatatgeactaaaacatttgatatgggcaagcagggagetagaacy
atttacacttaatcctggeccttttagagacatcagaaggctgtaaacaaataataggacagcta
caaccatctattcaaacaggatcagaagaaattagatcattatataatacagtagcaaccctet
attgtgtacatgaaaggatagaggtaaaagacaccaaagaagctgtagaaaagatggaggaaga
acaaaacaaaagtaagaaaaagacacagcaagcagcagctgatagcagccaggtcagccaaaat
taccctatagtgcagaacctacaggggecaaatggtacatcaggecatatcacctagaactitga
acgcatgggtaaaagtaatagaagaaaaggcoecttcageccocggaagtaataccecatgttttcecage
attatcagaaggagccaccccacaagatttaaacaccatgetaaacacagtggggggacatcaa
gcagctatgcaaatgctaaaagagaccatcaatgacgaagotgcagaatgggacagattacatc
cagtgcatgcagggecctgttgcaccaggcecaaatgagagaaccaaggggaagtgatatagecagg
aactactagtacccecttcaggaacaaatagecatggatgacaagcaacccacctateocagtagga
gaaatctataaaagatggataatcctgggattaaataaaatagtaagaatgtatagccctgtea
grattttggacataagacagggaccaaaggaaccttttagagactatgtagaccggttctataa
aactctaagagccgagcaagcttcacaggatgtaaaaaactggatgacagaaaccttgttggte
caaaatgcaaacccagattgtaaaactatcttaaaagcattgggaccacaggctacactagaag
aaatgatgacagcatgccagggagtgggggggcccyggocataaagcaagagttttggctgagygs
aatgagccaagtaacaggttcagcectactgecagtaatgatgecagagaggcaattttaagggccca
agaaaaagtattaagtgtttcaactgtggcaaggaagggcacacagcaaaaaattgcagggcecc
ctagaaaaaagggctgttggaaatgcggaagggaaggacaccaaatgaaagattgcactgaaag
acaggctaattttttagggaagatttggccttcccacaagggaaggccggggaattttcttcag
agcagaccagagccaacagceccecccaccagcagagagettecgggtttggggaggagataacceect
ctcagaaacaggagcagaaagacaaggaactgtatectttagettccectecaaatcactetityy
caacgaccccteogtcacaataaagatagggggacagctaaaggaagectctattagatacaggag
cagatgatacagtattagaagaaataaatttgccaggaaaatggaagccaaaaatgataggggg
aattggaggttttatcaaagtaagacagtatgatcaaatactcatagaaatctgtggatataaa

gectatgggtacagtattagtaggacctacacctgtcaacataattggaagaaatttgttgaccc
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agattggctgecactttaaattttccaattagtoctat tgaaactgtaccagtaasattazageo
aggaatggstggcccaaaagttaaacaatggccattgacgaagaaasaaataaaagcattzacag
aaatttgtacagaaatggasaaggaaggaaacatttcaagaattgggcctgaaactccatataa
tactccaatattteccataaagaaaaaagacsegtacrcaagtggagaaaattagtazgatttcaga
gaacttaataagacaactcaagatttctgggaggttcaattaggaataccgecatocctgecagygyge
tgaaaaagsaaaaa-cagtaacagtactggatgtggg-gatgcatatttctcagtteccttaga
tgaagattttaggacatataccgcatttaccatacctagtataaacaatgagacaccagggatt
agatatcagtacaazgtgctcccacagggataggaaaggatcaccggcaatattccaaagtagea
tgacaaaaztcttagagocctttagaaaacazaatccagaaatagttatctatczataca-gga
tgatttgtatgtacgatctgacttagaaatagggcagcatagaacaaaaatagaggaattaaga
gaacatcotattgaggtggggatttaccacaccagateaaaaacatcagaaagaacctcecaTttc
tttggatgggttatgaactccatcctgataastggacagtacagectataaacctgccagaaaa
agaaagctggacteoocaatgatatacagaagttagtggggaaattaaactgggesagecagatt
tatgcaggsattaaagtaaagcaattatgtasactcettaggggaaccaaagcactaaczgaag
tagtaccactaacagaagaagcagaattagazsctggcagaaaacagggaaattctaaaagaacc
agtacatggagtgtattatgacoccatcaaaagactteatagcagaactacagasascaaggggac
ggccaatggacataccaaatttatcaagaaccatttesaaatctaaaaacaggasagtatgeaa
gaacgaggggtgcccacactaatgatgtaaaccaattaacagaggcagtgcaaacaatagecac
agaaagcatagtgatatggggaaagactcctzaatitaaactacccatacaaaaggaaacatgg
gaaacatggtggatagagtattggcaagceccacctggattectgagtgggaatttgtcaatacce
ctcecttitagtaaaattatggtaccagttagagaaggeaccocataataggagcagsaacttizcta
tgtagatggggcacctaatagagagactaaattaggcaaagecaggatatgtiactgacagagga
agacagaazgttgtccctticactgacacgacaaatrcagaagactgagttacaagcaattaatc
Lagectltazaggal ccgggallagaaglaaacataglaacagallcacaalalgcactaggaal
cattcaagcacaaccagataagagtgaatcagagttagtcagtcaaataatagagcagectaata
aaaaaggacaaggt-tacctggecatgggtaccagecacacaaaggaattggaggacatgaccaag
fTagataaattagtrcagtcagggaatcaggaasgtactatttittggatggaatagataaggctca
ggaagaacsztgagaaatatcacaacaattggagagoaatggctagtgattttaacctaccacct
gtggtagcgaaagaaatagtagctagetgtgstaaatgtcagetaaaaggagaagecatgeatyg
gacaagtagactgtagtccaggaatatggecazsttaga-tgtacacatctggaaggaaaag-tat
cotggtagragttoatgtagecagtggotatatagacgoagaagttattocagoagaaacyqggy
caagaaacagcatactttctcttaaaattagcaggasgatggccagtaaaagtagtacatacag
ataatggcagcaatTtcaccagtgetacagttaaggeegectgttggtgggcagggatcaaaca
ggaatttggaattccctacaatccceccaaagtcaaggagtagtagaatctatgaataaagzatta
aagaaaattatagocacaggtaagagatcaagotgaacatecttaagacagcagtacaaatggecag
tatttatccacaattittaaaagaaaaggggggattgggggatacagtgcaggggaaagaataat
agacataatagcaacagacatacaaactagagaattacaaaaacaaatcataaaaattcaaaat
tttcgggtttattacagggacagcagagatccaatttggaaaggaccagcaaagettectetgga
aaggtgaaggggcagtagtaatacaagacaatagtgacataaaggtagtaccaagaagaaaagt
aaagatcattagggattatggaaaacagatggcaggtgatgattgtgtggcaagtagacaggat

gaggattaac (SEQID NO 1).
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La secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO 2 es:
MGARASVLSGGKLDAWERIRLRPGGKKKYALKHLIWASRELERIALNPGLLETSEGCK
QIGQLAPSIQTGSEELRSLYNTIATLYCVYHERIEVKDTKEAVEKMEEEQNKSKKKTQQ
AAADSSQVSQNYPIVONLQGOMVHQAISPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSALSEG
ATPQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKETINDEAAEWDRLHPVYHAGPVAPGQOMREPRG
SDIAGTTSTLQEQIAWMTSNPPIPVYGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPVSILDIRQGPKEPFR
DYVDRFYKTLRAEQASQDVKNWMTETLLVQNANPDCKTILKALGPQATLEEMMTACQ
GVGGPGHKARVLAEAMSQVTGSVYTAVMMQRGNFKGPRKSIKCFNCGKEGHTAKNC
RAPRKKGCWKCGREGHQMKDCSERQANFLGKIWPSHKGRPGNFLQSRPEPTAPPA
ESFGFGEEITPSQKQEQKDKELYPLASLKSLFGNDPSSQFFREDLAFPQGKAGEFSSE
QTRANSPTSRELRVWGGDNPLSETGAEGQGTVSFSFPQITLWQRPLVTIKIGGQLKEA
LLDTGADDTVLEEMNLPGKWKPKMIGGIGGFIKVRQYDQILIEICGYKAMGTVLYGPTP
VNIIGRNLLTQIGCTLNFPISPIETVPVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALTEICTEMEK
EGKISRIGPENPYNTPIFAIKKKDSTKWRKLYDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKK
KKSVTVLDVGDAYFSVPLDEDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQ
SSMTKILEPFRKQNPEIVIYQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEELREHLLRW GFTTPDKK
HQKEPPFLWMGYELHPDKWTVQPIKLPEKESWTVNDIQKLYGKLNWASQIYAGIKVK
QLCKLLRGTKALTEVVPLTEEAELELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAELQKQGDGQ
WTYQIYQEPFKNLKTGKY ARTRGAHTNDVKQLTEAVQKIATES VIWGKTPKFKLPIQK
ETWETWWIEYWQATWIPEWEFVNTPPLVKLWYQLEKEPIIGAETFYVDGAANRETKL
GKAGYVTDRGRGKVVPFTDTTNQKTELQAINLALQDSGLEVNIVTDSQYALGIIQAQPD
KSESELVSQIIEQLIKKEKVYLAWVPAHKGIGGNEQVDKLYSQGIRKVLFLDGIDKAQEE
HEKYHNNWRAMASDFNLPPVVAKEIVASCDKCQLKGEAMHGQVDCSPGIWQLDCTH
LEGKVILVAVHVASGYIEAEVIPAETGQETAYFLLKLAGRWPVKVVHTDNGSNFTSATY
KAACWWAGIKQEFGIPYNPQSQGVVESMNKELKKIGQVRDQAEHLKTAVOMAVYFIHN
FKRKGGIGGYSAGERIIDIIATDIQTRELQKQIIKIQNFRVYYRDSRDPIWKGPAKLLWKG
EGAVVIQDNSDIKVYVPRRKVKIIRDY GKQMAGDDCVASRQDED (SEQ ID NO:2).

El texto describe un vector de encapsidacion lentiviral que comprende una secuencia de MA de subtipo D,
particularmente de VIH-1 NDK. En una realizacion preferida, el vector de encapsidacion lentiviral codifica una
proteina MA que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 3.

La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 3 es:

MGARASVLSGGKLDTWERIRLRPGGKKKYALKHLIWASRELERFTLNPGLLETSEGCK
QIGQLQPSIQTGSEEIRSLYNTVATLYCVHERIEVKDTKEAVEKMEEEQNKSKKKTQQ
AAADSSQVSQNY (SEQ ID NO 3).

Preferentemente, el vector de encapsidacion lentiviral que codifica la proteina Gag MA de VIH genera al menos un
aumento de 1,5 veces, o al menos un aumento de 2 veces, en el titulo de un vector lentiviral encapsidado en
comparacioén con el vector de encapsidacion lentiviral que codifica una proteina Gag MA de VIH de VIH-1 BRU, por
ejemplo, p8.74. Preferentemente, el vector de encapsidacién lentiviral es defectuoso en la replicacion y carece de un
sitio W.

En una realizacion preferida, el vector de encapsidacién lentiviral codifica una proteina Gag MA de VIH que tiene un
aminoacido en la posicion 12 que no es un acido glutdmico y un aminoacido en la posiciéon 15 que no es una
6
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arginina. Preferentemente, el vector de encapsidacion lentiviral no tiene ni una valina en la posicion 46 ni una leucina
en la posicién 61.

En una realizacion preferida, el aminoacido en la posicién 12 de la proteina MA es una lisina. En una realizacion
preferida, el aminodacido en la posicion 15 es una treonina. En una realizacién preferida, el aminoacido en la posicion
15 es una alanina. En una realizacion preferida, el aminoacido en la posicion 46 es una leucina. En una realizacion
preferida, el aminoacido en la posicién 61 es una isoleucina. En una realizacion preferida, el aminoacido en la
posicion 61 es una metionina.

En una realizacién, el vector no codifica una proteina Env funcional.

La invencion también engloba métodos de preparacién de los vectores de encapsidacion lentiviral anteriores y
métodos de uso de estos vectores de encapsidacion lentiviral.

En particular, la presente invencion se refiere a un método de generacioén de un vector de encapsidacion lentiviral
defectuoso en la replicacion de la invencion, comprendiendo el método insertar una secuencia de nucleétidos que
codifica Gag-Pol de VIH-1 segln la invencion, respectivamente, en un plasmido bajo el control de un promotor no del
VIH para generar el vector de encapsidacion.

La presente invencion también se refiere a un método in vitro de generacién de una particula de vector lentiviral,
comprendiendo el método administrar un vector de encapsidacion segun la invencién a una célula con un vector
lentiviral.

Breve descripcion de los dibujos
La invencion se entiende mas completamente mediante referencia a los dibujos.
La Fig. 1 representa arboles filogénicos del virus VIH.
Las Fig. 2A y B representan arboles filogénicos de las proteinas GAG (A) y POL (B) del VIH.

Las secuencias de las proteinas 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 proteinas GAG y POL con las proteinas de clado B de referencia
(B.FR.83.HXB2_LAI_llIB_BRU.K03455). Los alineamientos se realizaron usando Vector NTI advance 11
(Invitrogen).

La Fig. 3 representa titulos obtenidos usando los plasmidos p8.74 y pThV-GP-N para la producciéon de
vectores. Se produjeron particulas lentivirales usando el plasmido proviral (pFLAP-CMV-GFP), el plasmido de
pseudotipificacion (pTHV-VEV.G) y cualquiera de los plasmidos de encapsidacion comunmente usados
(derivados de la cepa BRU, p8.74) o un plasmido de encapsidacién derivado de NDK (pTHV-GP-N). Con cada
plasmido de encapsidacion, se realizaron 18 transfecciones independientes y se midieron los titulos de
particulas por analisis de FACS. También se obtuvieron resultados similares usando un vector empleando un
plasmido proviral que contenia el promotor de 32-microglobulina que conduce la expresion del antigeno de VIH.

La Fig. 4 representa la produccion de virus BRU y NDK no mutados y la evaluacion de su eficiencia de fase
temprana respectiva. Se transfectaron células 293T con o bien plasmido 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 expresién es
conducida por LTR de VIH, que permite una produccién de luciferasa en presencia de la proteina TAT (llevada
por el virus). Se usaron dilucion sucesiva de cualquiera de los virus BRU o NDK para infectar células P4-CCR5
y se midieron la expresion de luciferasa (A) o la relacién luciferasa/P24 (B).

La Fig. 5 representa la produccion de vector usando diferentes relaciones de plasmidos de encapsidacion
derivados de BRU (p8.74) y NDK (pThV GP-N). Para cada una de las condiciones (desde 0 ug de NDK + 10 pg
de BRU hasta 10 ug de NDK + 0 pug de BRU), se midieron el titulo (barras grises) y el nivel de P24 (cuadrados
negros).

La Fig. 6 representa una transferencia Western de sobrenadantes de vector producidos usando cualquiera de
los plasmidos de encapsidacion derivados de BRU (8.74) o NDK (pThV GP-N). Se realiz6 la deteccion de la
proteina 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).

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



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 683 820 T3

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

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.

Descripcion detallada de la invencion

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 transmision diferente. Sin embargo, se han usado
ampliamente los virus de subtipo B en la generacion de vectores lentivirales de VIH-1 y vectores de encapsidacion
lentiviral. Para determinar si las proteinas Gag y Pol de virus no de subtipo B se podrian usar para la generacién de
vectores de encapsidacion lentiviral, se sustituyé el gen gag-pol del subtipo B de VIH-1 en un plasmido de
encapsidacion lentiviral (construccion p8.74) por el gen gag-pol de un VIH-1 de subtipo D para generar la
construccion pThV-GP-N. Las construcciones se usaron para la produccion de vectores lentivirales. Se obtuvieron
titulos aproximadamente 2 veces mayores usando el plasmido pThV-GP-N en comparacién con la construccion
p8.74 (Figura 3). Asi, Gag-Pol de VIH-1 de subtipo D en el vector de encapsidacién aumenté el titulo de vector
lentiviral con respecto al titulo observado con Gag-Pol de VIH-1 de subtipo B.

El elevado titulo del vector lentiviral es beneficioso en permitir la reduccion de contaminantes en una dosis dada de
vector lentiviral. Esto facilita una reduccion de los voliumenes de inyeccion, y un aumento de posibles dosificaciones.
Facilita ademas reducir el coste de vacunacioén, reduciendo la cantidad de materiales y trabajo necesarios para
lograr una dosis particular, y aumentar el nimero de pacientes que se podrian tratar con un unico lote de vector
lentiviral.

Las diluciones sucesivas de los virus VIH-1 BRU y VIH-1 NDK indicaron que el virus VIH-1 NDK era mas eficiente en
las fases tempranas del ciclo de vida viral (Figura 4). Mezclando diferentes cantidades de los vectores de
encapsidacion de subtipo B y subtipo D se demostr6é que el vector de encapsidacion de subtipo D aumenté tanto el
titulo como el nivel de p24 en las preparaciones de vector lentiviral (Figura 5). También se observé que p24 en las
preparaciones de vector lentiviral usando el vector de encapsidacién de subtipo D se procesaba menos
completamente, mostrando niveles mas altos de precursores de p24 (Figura 6). Asi, la proteina Gag en el vector de
encapsidacion de subtipo D present6 diversas diferencias de los vectores de encapsidacién de subtipo B.

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

Se examiné la conservacion y divergencia de aminoacidos en los 75 aminoacidos del extremo N de M de diversos
clados del virus VIH-1. VIH-1 NDK mostré 10 diferencias en los aminoéacidos de VIH-1 BRU (Figura 7). Sin embargo,
solo se observaron ocho de estas diferencias cuando VIH-1 NDK se comparé con una seleccién de 20 virus VIH-1
de subtipo B diferentes (Figura 8). Cuando se incluyeron otros virus de subtipo D en la comparacién, solo
permanecieron 4 de estas diferencias (Figura 9). Estas diferencias son la ausencia de un &cido glutamico en la
posicion de aminoacido 12, la ausencia de una arginina en la posiciéon de aminoacido 15, la ausencia de una valina
en la posicién de aminoacido 46 y la ausencia de una leucina en la posicién de aminoacido 61 en los virus de subtipo
D.

Cuando se incluyeron otros virus de subtipo en la comparacion, parecié 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 posicion 12. Muchos de los virus no de subtipo B presentaron una alanina en la posicion 15. Casi
todos los virus no de subtipo B presentaron una leucina en la posicién 46. Casi todos los virus no de subtipo B
presentaron una metionina o isoleucina en la posicion 61. Los virus no de subtipo B presentaron el consenso de una
lisina en la posicién 12, un aminoacido distinto de arginina en la posicion 15, una leucina en la posicion 46 y una
isoleucina o metionina en la posicién 61.

El texto describe vectores de encapsidacion que codifican proteinas Gag y/o Pol no de subtipo B y células
hospedadoras que comprenden estos vectores. El texto describe ademas métodos de preparacion de vectores de
encapsidacion que codifican proteinas Gag y/o Pol no de subtipo B. El texto también describe métodos de uso de
estos vectores de encapsidacion para generar vectores lentivirales, y vectores lentivirales que comprenden proteinas
Gag y/o Pol no de subtipo B.

Vectores de encapsidacion

El texto describe vectores de encapsidacion que codifican proteinas Gag y/o Pol no de subtipo B. Un "vector de
encapsidacion” lentiviral se define en el presente documento como una secuencia de acidos nucleicos que no
codifica Env de VIH-1 funcional y que carece de un sitio W, pero capaz de expresar proteinas Gag y/o Pol lentivirales
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que se pueden incorporar en particulas virales cuando se cotransfectan con un vector que contiene sefiales
lentivirales apropiadas que actian en cis para la encapsidacion. El vector de encapsidacion lentiviral de la invencion
es incapaz de replicarse él mismo por encapsidacion e invertir la transcripcién de su propia secuencia.

El vector de encapsidacion puede ser un vector de ARN o ADN. Las proteinas Gag y Pol no de subtipo B se pueden
seleccionar de proteinas 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 encapsidacion preferido comprende SEQ ID NO: 1 o
codifica SEQ ID NO: 2.

El texto describe vectores de encapsidacion que codifican proteinas Gag no de subtipo B y células hospedadoras
que comprenden estos vectores. Las proteinas Gag no de subtipo B se pueden seleccionar de proteinas 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. Més particularmente, la presente invencién se refiere a un vector de encapsidacion lentiviral defectuoso en
la replicacién que no codifica una Env de VIH-1 funcional y que carece de un sitio W 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 proteina Gag-Pol comprende una porcién de proteina MA que tiene una o mas de las
siguientes caracteristicas:

la ausencia de un acido glutamico en la posiciéon de aminodacido 12;
la ausencia de una arginina en la posicion de aminoacido 15;
la ausencia de una valina en la posicién de aminoé&cido 46;y

la ausencia de una leucina en la posicién de aminoacido 61, en la que las posiciones de aminodacidos se
numeran con respecto a SEQ ID NO: 5.

Un vector de encapsidacién preferido codifica la porcién de proteina Gag de SEQ ID NO: 2.

El texto describe vectores de encapsidacion que codifican proteinas MA no de subtipo B y células hospedadoras que
comprenden estos vectores. Las proteinas MA no de subtipo B se pueden seleccionar de proteinas 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 encapsidacion preferido codifica SEQ ID NO: 3 o la porcién de proteina MA de SEQ ID NO: 2.

En diversas realizaciones, el vector de encapsidacién comprende SEQ ID NO:1 o una secuencia de &cidos
nucleicos que es al menos el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % idéntica a SEQ ID NO: 1. En diversas realizaciones, el
vector de encapsidacion codifica SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, o una secuencia de aminoacidos que es al menos el
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % idéntica a SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3.

Como se usa en el presente documento, el porcentaje de identidad de dos secuencias de acidos nucleicos se puede
determinar comparando la informacién de secuencias usando el programa informatico GAP, version 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 parametros por defecto para el programa GAP que incluyen: (1) una matriz de comparacion
unaria (que contiene un valor de 1 para identidades y 0 para no identidades) para nucleétidos, y la matriz de
comparaciéon ponderada de Gribskov y Burgess, Nucl. Acids Res. 14:6745, 1986, como se describe por Schwartz y
Dayhoff, eds., Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358,
1979; (2) una penalizacién de 3,0 para cada hueco y una penalizacién de 0,10 adicional para cada simbolo en cada
hueco; y (3) ninguna penalizacién para huecos terminales.

El vector comprende una secuencia que codifica una proteina MA de VIH-1 que tiene una o mas de las siguientes
caracteristicas:

la ausencia de un acido glutamico en la posicion de aminodacido 12;
la ausencia de una arginina en la posicion de aminoacido 15;

la ausencia de una valina en la posicién de aminoé&cido 46;y

la ausencia de una leucina en la posiciéon de aminoacido 61.

En diversas realizaciones, el vector comprende una secuencia que codifica una proteina MA de VIH-1 que tiene una
o0 mas de las siguientes caracteristicas:

el aminoacido en la posicion 12 es una lisina;
el aminoacido en la posicion 15 es una treonina;
el aminoacido en la posicién 15 es una alanina;

el aminoacido en la posicién 46 es una leucina;
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el aminoacido en la posicion 61 es una isoleucina; y/o
el aminoacido en la posicion 61 es una metionina.

El vector de encapsidacion codifica Gag y Pol de VIH-1. Mas preferentemente, el vector de encapsidaciéon codifica
una proteina Gag MA de VIH-1.

El vector de encapsidacién puede contener secuencias virales o0 no virales para la expresion de Gag y Pol. El vector
de encapsidacion puede contener una LTR de VIH-1 o la region U3 de una LTR de VIH-1. En otras realizaciones, el
vector de encapsidacion no contiene LTR de VIH-1. Se puede usar cualquier promotor para conducir la expresion de
Gag y Pol. Preferentemente, el promotor es un promotor fuerte en células humanas. Méas preferentemente, el vector
de encapsidacion contiene un promotor de citomegalovirus (CMV), un potenciador temprano del CMV / promotor de
B-actina de pollo (CAG), un promotor del virus del sarcoma de Rous (VSR), un promotor de fosfoglicerato cinasa
humana (hPGK), o una U3 de un promotor de LTR (por ejemplo, U3 de virus del sarcoma mieloproliferativo (VSMP))
que conduce la expresion de los genes codificados, por ejemplo gag y pol.

Preferentemente, el vector de encapsidacion contiene una sefial de poliadenilacién. Puede ser cualquier sefal de
poliadenilacion. Preferentemente, la sefial de poliadenilacion es una sefal fuerte en células humanas. Mas
preferentemente, la sefial de poliadenilacién es una a2-globina humana o una sefal de poliadenilacion de la
hormona de crecimiento bovina (BGH).

Preferentemente, el vector de encapsidacion contiene un elemento sensible a Rev (RRE). En una realizacion
preferida, el vector de encapsidacion expresa una proteina Rev de VIH-1. En una realizacion preferida, el vector de
encapsidacion contiene al menos un sitio donante de corte y empalme y al menos un sitio aceptor de corte y
empalme. En una realizacion, el vector de encapsidacién expresa una proteina Tat de VIH-1.

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

El texto menciona una realizacion donde el vector de encapsidacion codifica solo 1 proteina de VIH-1, Gag. En una
realizacién, el vector de encapsidacion codifica solo 2 proteinas de VIH-1, Gag y Pol. En una realizacion, el vector de
encapsidacion codifica solo 3 proteinas de VIH-1, seleccionadas de Gag, Pol, Rev y Tat. En una realizacion, el
vector de encapsidacion codifica solo 4 proteinas de VIH-1, Gag, Pol, Rev y Tat.

En una realizacion, el vector comprende (desde 5' hasta 3') un promotor del CMV, una secuencia de acidos
nucleicos que codifica Gag-Pol de VIH-1, un exén que codifica parte de Tat y Rev, un sitio donante de corte y
empalme, un intrén que contiene un RRE, un sitio aceptor de corte y empalme, un exén que codifica parte de Tat y
Rev, y una sefial de poliadenilacion. Gag-Pol de VIH-1 es una Gag-Pol de VIH-1 de subtipo D.

El vector de encapsidacion puede contener ademas un origen for replicacién en bacterias o células eucariotas. El
vector de encapsidacién puede contener un gen marcador de seleccion para la seleccion en bacterias o células
eucariotas.

El texto describe células hospedadoras que comprenden los vectores de encapsidacion de la invencién. Las células
hospedadoras se pueden transfectar transitoriamente con los vectores de encapsidacién de la invencion. En
particular, la presente invencion se refiere a una célula aislada que comprende el vector de encapsidacién lentiviral
defectuoso en la replicacion de la invencion. En una realizacion particular, el vector se integra establemente en el
genoma de la célula. Las células hospedadoras pueden ser lineas celulares con los vectores de encapsidacion de la
invencion integrados en el genoma de la célula hospedadora. Muchas células diferentes son células hospedadoras
adecuadas. Preferentemente, las células son células humanas, méas preferentemente una linea celular humana
inmortalizada. En una realizacion, las células son células HEK 293T. En una realizacion, 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, 22 Ed. Editado por R. Pértner, Humana
Press Inc., Totowa, NJ).

Sistemas de encapsidacion

El texto describe sistemas de encapsidacion lentiviral que comprenden células que expresan proteinas Gag y/o Pol
no de subtipo B. Un "sistema de encapsidacion” lentiviral se define en el presente documento como un sistema
basado en células que comprende células que expresan al menos las proteinas Gag y Pol lentivirales en ausencia
de un sitio W, y capaces de encapsidacion y transcripcion inversa de un acido nucleico exdgeno que contiene un sitio
Y. Las células del sistema de encapsidaciéon lentiviral también pueden expresar otras proteinas virales.
Preferentemente, el sistema de encapsidacion lentiviral expresa una proteina de la envoltura. La proteina de la
envoltura puede ser una proteina 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 encapsidacion lentiviral expresa una
proteina Tat y/o Rev de VIH-1.
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En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidacion 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
encapsidacion lentiviral contienen secuencias que codifican una proteina de la envoltura establemente integrada en
su genoma. En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidacion lentiviral contienen secuencias que
codifican Tat y/o Rev de VIH-1 establemente integradas en su genoma.

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

Las células del sistema de encapsidaciéon lentiviral pueden expresar proteinas Gag y Pol no de subtipo B
seleccionadas de proteinas 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 realizacion, las células del sistema de encapsidacion lentiviral
comprenden SEQ ID NO: 1 o expresan SEQ ID NO: 2.

En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidacion lentiviral expresan proteinas Gag no de subtipo
B. Las proteinas Gag no de subtipo B se pueden seleccionar de proteinas 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 diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidacion lentiviral expresan proteinas MA no de subtipo
B. Las proteinas MA no de subtipo B se pueden seleccionar de proteinas 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
encapsidacion preferido codifica SEQ ID NO: 3 o la porcion de proteina MA de SEQ ID NO: 2.

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

En diversas realizaciones, las células del sistema de encapsidacion lentiviral contienen SEQ ID NO: 1 o una
secuencia de acidos 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 encapsidacion lentiviral expresan una proteina con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, o una secuencia de amino&cidos que es al menos el 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % idéntica a SEQ ID NO: 2 o0 SEQ ID NO: 3.

Métodos de produccion de vectores de encapsidacion

El texto describe métodos de preparacién de vectores de encapsidacion que codifican proteinas Gag y/o Pol no de
subtipo B. El vector de encapsidacién puede comprender cualquiera de las caracteristicas tratadas en el presente
documento. En particular, la presente invencién se refiere a un método de generacion de un vector de encapsidacion
lentiviral defectuoso en la replicaciéon de cualquiera de la invenciéon, comprendiendo el método insertar una
secuencia de nucleétidos que codifica Gag-Pol de VIH-1 segun la invencidn, respectivamente en un plasmido bajo el
control de un promotor no del VIH para generar el vector de encapsidacion. En una realizacion, el método
comprende insertar una secuencia de Gag y/o Pol de un virus de VIH-1 no de subtipo B en un plasmido bajo el
control de un promotor no del VIH (por ejemplo, promotor del CMV) para generar un vector de encapsidacién. El
texto menciona una realizacién donde el vector de encapsidacién codifica solo 1 proteina de VIH-1. En una
realizacién, el vector de encapsidacion codifica solo 2 proteinas de VIH-1. En una realizacién, el vector de
encapsidacion codifica solo 3 proteinas de VIH-1, seleccionadas de Gag, Pol, Rev y Tat. En una realizacion, el
vector de encapsidacion codifica solo 4 proteinas de VIH-1, Gag, Pol, Rev y Tat.

En diversas realizaciones, el plasmido comprende uno 0 mas de un promotor del CMV, un exén que codifica parte
de Tat y Rev, un sitio donante de corte y empalme, un intron que contiene un RRE, un sitio aceptor de corte y
empalme, un exén que codifica parte de Tat y Rev, y una sefal de poliadenilacion.

En diversas realizaciones, el vector de encapsidacién comprende un promotor del CMV, un exén que codifica parte
de Tat y Rev, un sitio donante de corte y empalme, un intron que contiene un RRE, un sitio aceptor de corte y
empalme, un exén que codifica parte de Tat y Rev, y una sefal de poliadenilacion.

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 realizacién, el método comprende proporcionar un vector de encapsidacién 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
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 realizacién
preferida, el virus de VIH-1 no de subtipo B es VIH-1 NDK.
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Métodos de produccion de vectores lentivirales

El texto también menciona métodos de uso de vectores de encapsidacién que codifican proteinas Gag y/o Pol de
VIH-1 no de subtipo B para generar vectores lentivirales. En una realizacion, el texto describe administrar un vector
de encapsidacion que codifica una proteina Gag o Pol de VIH-1 no de subtipo B a una célula con un vector lentiviral.
El vector de encapsidacion puede comprender cualquiera de las caracteristicas tratadas en el presente documento.
La presente invencion se refiere a un método in vitro para generar un particula de vector lentiviral, comprendiendo el
método administrar un vector de encapsidacion segun cualquiera de la invenciéon a una célula con un vector
lentiviral. En particular, el vector de encapsidacion se transfecta en la célula. Ademas, en una realizacion particular,
el vector de encapsidacion esta establemente integrado en el genoma de la célula.

El vector lentiviral comprende secuencias que actdan en cis para la encapsidaciéon y transcripcion inversa, que
incluyen un sitio W y sitio de unién al cebador. Preferentemente, el vector lentiviral comprende dos secuencias de
LTR de VIH-1. En una realizacién, 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 proteina lentiviral o no lentiviral, tal como un marcador de seleccién o
antigeno de tumor.

En una realizacién, el vector lentiviral comprende uno o mas antigenos de VIH, preferentemente un antigeno de VIH-
1. Mas preferentemente, el antigeno es un antigeno Gag, Pol, Env, Vif, Vpr, Vpu, Nef, Tat o Rev. El antigeno puede
ser un unico antigeno, una mezcla de antigenos, un polipéptido antigénico, o una mezcla de polipéptidos antigénicos
de estas proteinas. En una realizacion preferida, el vector lentiviral comprende un antigeno Gag p24 de VIH-1.

En una realizacion, el texto describe un vector lentiviral que comprende un promotor que contiene NIS. Un "promotor
que contiene NIS" comprende un sitio de unién NF-Kb, un elemento de respuesta estimulado por interferén (ISRE) y
un médulo SXY (SXY). Ejemplos de promotores que contienen NIS que existen de forma natural son el promotor de
B2m 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 regién promotora de un gen que codifica una proteina 2m o
una proteina de clase | de MHC, o se denomina supuestamente que codifican dichas proteinas en las bases de
datos de genomas (antiguamente: base de datos de polinucledtidos NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/dna-
rna). Tanto las proteinas f2m como MHC de clase | entran en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Las
secuencias promotoras de B2m y MHC de clase | también se denominan normalmente como tales en bases de datos
del genoma - es decir, se indica que son secuencias promotoras de 2m y de MHC de clase |.

Los promotores de clase | de MHC y B2-microglobulina contienen las homologias estructurales compartidas de los
promotores que contienen NIS. Estos promotores también comparten la capacidad de ser fuertemente activados en
células dendriticas, asi como de reducir la intensidad, en la mayoria de los otros tejidos del cuerpo humano.

En una realizacion, el vector de encapsidacion y el vector lentiviral se introducen juntos en una célula para permitir la
formacion de particulas de vector lentiviral que contienen la proteina Gag producida por el vector de encapsidacién y
el &cido nucleico producido por el vector lentiviral. Preferentemente, esto se logra por cotransfeccion de las células
con el vector de encapsidacion y el vector lentiviral. Las células también se pueden transfectar con un &cido nucleico
que codifica una proteina Env, preferentemente una glucoproteina G de VEV. Preferentemente, las particulas de
vector lentiviral son capaces de la entrada, transcripcidn inversa y expresion en una célula hospedadora apropiada.

En una realizacion, el vector de encapsidacion o el vector lentiviral esta establemente integrado en células, y el
vector no integrado se transfecta en las células para permitir la formacion de particulas de vector lentiviral.

En una realizacién, el método comprende ademas recoger el vector lentiviral producido por las células.

En una realizacion, el método comprende ademas seleccionar un vector de encapsidacion que encapsida un titulo
mas alto del vector lentiviral que un mismo vector de encapsidacion que codifica una proteina Gag o Pol de subtipo
B. Preferentemente, el titulo aumenta al menos 1,5 o 2 veces con respecto al vector de encapsidacion que codifica
una proteina Gag o Pol de subtipo B.

Particulas de vector lentiviral

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

En particular, la presente invencion se refiere a un particula de vector lentiviral que comprende proteinas Gag y Pol
de VIH-1 seleccionadas del grupo que consiste en proteinas Gag y Pol de VIH-1 de VIH-1 NDK o proteinas Gag y
Pol de VIH-1 de un subtipo D VIH-1 caracterizado porque la proteina Gag-Pol comprende una porcién de proteina
MA que tiene una o mas de las siguientes caracteristicas:

la ausencia de un acido glutamico en la posicion de aminodacido 12;
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la ausencia de una arginina en la posicion de aminoacido 15;
la ausencia de una valina en la posicién de aminoé&cido 46;y

la ausencia de una leucina en la posicién de aminoacido 61, en la que las posiciones de aminodacidos se
numeran con respecto a SEQ ID NO: 5.

En particular, las proteinas Gag y Pol son proteinas Gag y Pol producidas expresando una secuencia de acidos
nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

La particula de vector lentiviral comprende un &cido nucleico que comprende secuencias que actlan en cis para la
encapsidacion y transcripcion inversa, que incluyen un sitio W y sitio de unién al cebador en asociacion con proteinas
Gag, Pol y Env. Preferentemente, el acido nucleico comprende dos secuencias LTR de VIH-1. En una realizacion,
una de las LTR se deleciona para las secuencias de U3 y R. Preferentemente, el &cido nucleico de la particula de
vector lentiviral comprende un tracto de polipurina central (cPPT) y una secuencia terminal central (CTS). El acido
nucleico codifica preferentemente una proteina lentiviral o no lentiviral, tal como un marcador de seleccién o
antigeno de tumor. Preferentemente, la particula de vector lentiviral comprende una glucoproteina de VEV.

Preferentemente, el vector lentiviral comprende un promotor que contiene NIS. En una realizacién, el promotor es
una promotor de f2m.

En una realizacién, el vector lentiviral comprende uno o mas antigenos de VIH, preferentemente un antigeno de VIH-
1. Més preferentemente, el antigeno es un antigeno Gag, Pol, Env, Vif, Vpr, Vpu, Nef, Tat o Rev.

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

La particula de vector lentiviral puede contener un mecanismo de direccionamiento para tipos de células especificos.
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 proteina de la superficie celular sobre una célula. El tipo de célula dirigido es
preferentemente una célula dendritica, un linfocito T, un linfocito B. Se prefiere el direccionamiento al tipo de célula
dendritica y se puede llevar a cabo mediante proteinas de la envoltura que se unen especificamente a una proteina
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 ademas el uso de los vectores lentivirales segun la invencion, especialmente en forma de
particulas de vector lentiviral, para la preparacion de composiciones terapéuticas o vacunas que pueden inducir o
contribuir a la aparicion o mejora de una reaccién inmunolégica contra epitopes, mas particularmente los codificados
por el transgén presente en los vectores.

Ejemplos
Ejemplo 1. Construccion de plasmido

Se amplificé 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 plasmido pThV-GP-N, se digiri6 con Eagl/Sall el producto de PCR y se insert6 en la construccién de
encapsidacion p8.74, también digerida por Eagl/Sall.

Ejemplo 2. Produccion de vector lentiviral por transfeccion

Se produjo reserva de vector lentiviral usando pFLAP CMV GFP bis y pTHV-VEV.G (INDI-CO)bis en combinacién
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
almacen6 a -80 °C.

El plasmido pFLAP-CMV GFP bis codifico la proteina verde fluorescente (GFP), cuya expresién se puede detectar
por citometria de flujo.

Ejemplo 3. Valoracion de la produccion de vector lentiviral

Se determiné el titulo de vector por la frecuencia de expresion de GFP en células 293T. Las células se cultivaron en
placas de 24 pocillos, en DMEM que contenia 10 % de FBS, hasta que alcanzaron una densidad de 1x10° células
por pocillos. Las células se transdujeron entonces con diferente volumen de sobrenadante de vector en un volumen
final de 300 pl. Después de 2 horas, se afiadié a cada pocillo 700 pl de medio fresco que contenia 10 % de FBS. 72
horas después de la transduccion, entonces se elimind el medio y las células se lavaron en solucion salina
tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS; Gibco). Las células se eliminaron con 0,05 % de tripsina-EDTA (Gibco).
La tripsinizacion se detuvo mediante la adicién de 300 pul de DMEM completo, y las células se transfirieron a un tubo
para FACS, después de lo cual se cont6 el nimero de células que expresaban GFP con un FACSCalibur (BD
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Biosciences) usando una longitud de onda de excitacién de 509 nm. Solo se consideré el porcentaje de células GFP
positivas por debajo del 30 %.

Los resultados se muestran en la Figura 3. Se observé una diferencia significativa entre las producciones de
vectores pThV-GP-N y p8.74, con titulos mas altos obtenidos usando el plasmido pThV-GP-N. De hecho, el titulo de
vector obtenido con el plasmido de encapsidacion pThV-GP-N fue 2 veces superior al titulo de vector obtenido con el
plasmido p8.74 clasicamente usado (p<0,001 segln la prueba de Student).

Ejemplo 4. Elevado titulo 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 proteina TAT (que
es el caso cuando se infectan con un VIH WT), se expresa el gen LacZ y se puede medir una expresion de
luciferasa. Se midieron la expresion 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 transduccién mas alta que BRU no mutante.

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

Se usaron diferentes relaciones de vectores de encapsidacién p8.74 y pSD GP NDK para producir particulas de
vector lentiviral. Para cada relacion, se midieron el titulo y el nivel de P24. Los resultados se muestran en la Figura 5
y demuestran que es la presencia del plasmido de encapsidacion de NDK la que es responsable de la potenciacion
de los titulos de produccioén y del nivel de P24.

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

Se usaron vectores de encapsidacion p8.74 y pTHV-GP-N para producir sobrenadantes que contenian particulas de
vector lentiviral. Se realizaron transferencias Western en los sobrenadantes usando el MAB anti-P24 NIH (183-H12-
5C). Los resultados se muestran en la Figura 6, y confirman que la diferencia entre los plasmidos de encapsidacion
de NDK 'y BRU se basa en la produccion de la proteina P24 y precursor, ya que parece que NDK genera una mayor
sintesis de P24 (presencia de precursor de P24 en el sobrenadante viral) cuando BRU muestra solo P24 en el
sobrenadante viral.
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<2183> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 1

atgggtgcga
ttacggccag
ctagaacgat
ataggacagc
acagtagcaa
gtagaaaaga
gatagcagcc
catcaggcca
ttecageecegg
ttaaacacca
accatcaatg
gcaccaggec
caggaacaaa
agatggataa
gacataagac
ctaagagccg
caaaatgcaa
gaagaaatga

gotgaggcaa

gagcgtcagt
gaggaaagaa
ttacacttaa
tacaaccatc
ccctcetattyg
tggaggaaga
aggtcagcca
tatcacctag
aagtaatacc
tgctaaacac
acgaagctgc
aaatgagaga
tagcatggat
tcetgggatt
agggaccaaa
agcaagcttc
acccagattg
tgacagcatg

tgagccaagt

attaagcggg
aaaatatgca
tectggectt
tattcaaaca
tgtacatgaa
acaaaacaaa
aaattaccct
aactttgaac
catgttttca
agtgggggga
agaatgggac
accaagggga
gacaagcaac
aaataaaata
ggaacctttt
acaggatgta
taaaactatce
ccagggagty

aacaggttca

ggaaaattag
ctaaaacatt
ttagagacat
ggatcagaag
aggatagagg
agtaagaaaa
atagtgcaga
gcatgggtaa
gcattateag
catcaagcag
agattacatc
agtgatatag
ccacctatcc
gtaagaatgt
agagactatg
aaaaactgga
ttaaaagcat

ggggggcccyg

getactgeag
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atacatggga
tgatatgggce
cagaaggctg
aaattagatc
taaaagacac
agacacagca
acctacaggg
aagtaataga
aaggagccac
ctatgcaaat
cagtgcatgc
caggaactac
cagtaggaga
atagccctgt
tagaceoggtt
tgacagaaac
tgggaccaca
gocataaage

taatgatgea

aagaattcgg
aagcagggag
taaacaaata
attatataat
caaagaagct
agcagcagct
gcaaatggta
agaaaaggcc
cccacaagat
gctaaaagag
agggcctgtt
tagtaccctt
aatctataaa
cagcattttg
ctataaaact
cttgttggtc
ggctacacta
aagagttttg

gagaggcaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



tttaagggec
aaaaattgca
atgaaagatt
ggaaggcocgyg
ttcgggtttg
tatcctttag
ggggacaget
taaatttgce
taagacagta
tagtaggacc
ctttaaattt
atggcccaaa
ttgtacagaa
tactccaata
cagagaactt
tgcagggetg
agttcocctta
tgagacacca
ggcaatatte
aatagttatc
gcatagaaca
agataaaaaa
taaatggaca
acagaagtta
gcaattatgt
agaagcagaa
gtattatgac
gacataccaa
gaggggtgcec
agaaagcata
atgggaaaca

caatacccct

caagaaaaaqg
ggdgcccectag
geactgaaaqg
ggaatttbet
gggaggagat
cttececteaa
aaaggaagcet
aggaaaatgg
tgatcaaata
tacacctgtec
tccaattagt
agttaaacaa
atggaaaagg
tttgccataa
aataagagaa
aaaaagaaaa
gatgaagatt
gggattagat
caaagtagca
tatcaataca
aaaatagagg
catcagaaag
gtacagccta
gtggggaaat
aaactecktta
ttagaactgg
cecatcaaaaqg
atttatecaag
cacactaatg
gtgatatggg
tggtggatag

cctttagtaa
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tattaagtgt
aaaaaagggc
acaggetaat
toagageaga
aaccccctct
atcactcttt
ctattagata
aagccaaaaa
ctcatagaaa
aacataattg
cctattgaaa
tggeocattga
aaggaaaaat
agaaaaaaga
ctcaagattt
aatcagtaac
ttaggaaata
atcagtacaa
tgacaaaaat
tggatgattt
aattaagaga
aacctccatt
taaacctgee
taaactggge
ggggaaccaa
cagaaaacag
acttaatage
aaccatttaa
atgtaaaaca
gaaagactec
agtattggea

aattatggta

ttecaactgtg
tgttggaaat
tttttaggga
ccagagocaa
cagaaacagg
ggcaacgacc
caggageoaga
tgataggggy
tectgtggata
gaagaaattt
ctgtaccagt
cgaagaaaaa
ttcaagaatt
cagtaccaag
ctgggaggtt
agtactggat
taccgcattt
tgtgctccca
cttagageece
gtatgtagga
acatctattg
tctttggatg
agaaaaagaa
aagccagatt
agcactaaca
ggaaattcta
agaactacag
aaatctaaaa
attaacagag
taaatttaaa
agcecaccetgg

ccagttagag
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gcaaggaagyg
gcggaaggga
agatttggec
cagacoccacc
agcagaaaga
cctegteaca
tgatacagta
aattggaggt
taaagctatg
gttgacccag
aaaattaaag
ataaaagecat
gggcctgaaa
tggagaaaat
caattaggaa
gtgggtgatg
accataccta
cagggatgga
tttagaaaac
tctgacttag
aggtggggat
ggttatgaac
agctggactg
tatgeaggaa
gaagtagtac
aaagaaccag
aaacaagggy
acaggaaagt
gcagtgcaaa
ctacccatac
attecetgagt

aaggaacceca

goacacagca
aggacaccaa
tteccacaag
agdagagage
caaggaactg
ataaagatag
ttagaagaaa
tttatcaaag
ggtacagtat
attggctgeca
ccaggaatgg
taacagaaat
atccatataa
tagtagattt
tacegcateoe
catatttete
gtataaacaa
aaggatcacc
aaaatccaga
aaatagggca
ttaccacacc
teocatectga
tcaatgatat
ttaaagtaaa
cactaacaga
tacatggagt
acggecaatyg
atgecaagaac
aaatagccac
aaaaggaaac
gggaatttgt

taataggagce
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1380

1440

1500

1560
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1680
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1800

1860
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2040
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2580
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2820
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agaaactttc
tgttactgac
tgagttacaa
agattcacaa
agtcagtcaa
agcacacaaa
gaaagtacta
caattggaga
agctagctgt
tccaggaata
tcatgtagcce
agcatacttt
tggcagcaat
ggaatttgga
attaaagaaa
aatggcagta
ggaaagaata
cataaaaatt
accagcaaag
aaaggtagta

tgatgattgt

tatgtagatg
agaggaagac
gcaattaate
tatgcactag
ataatagagc
ggaattggag
tttttggatyg
gcaatggecta
gataaatgtc
tggcaattag
agtggctata
ctettaaaat
ttcaccagtg
attcecctaca
attataggac
tttatccaca
atagacataa
caaaattttc
cttetctgga
ccaagaagaa

gtggcaagta

ES 2 683 820 T3

gggcagctaa
agaaagttgt
tagctttaca
gaatcattca
agctaataaa
gaaatgaaca
gaatagataa
gtgattttaa
agctaaaagyg
attgtacaca
tagaagcaga
tageaggaag
ctacagttaa
atccecaaag
aggtaagaga
attttaaaag
tagcaacaga
gggtttatta
aaggtgaagg
aagtaaagat

gacaggatga

tagagagact
ccctttecact
ggatteggga
agcacaacca
aaaggaaaag
agtagataaa
ggctcaggaa
cctaccacct
agaagccatg
tectggaagga
agttattcca
atggecagta
ggeegectgt
tcaaggagta
tcaagetgaa
aaaagggggg
catacaaact
cagggacagc
ggcagtagta
cattagggat

ggattaac

<210>2
<211> 1499
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 2

Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Lys Leu Asp Ala Trp

1 5 10

Glu Arg Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Ala Leu Lys

20 25

His Leu Ile Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Ile Ala Leu Asn Pro

35 40
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aaattaggaa
gacacgacaa
ttagaagtaa
gataagagtg
gtttacctgg
ttagtcagte
gaacatgaga
gtggtagecga
catggacaag
aaagttatce
gcagaaacgyg
aaagtagtac
tggtgggcag
gtagaatcta
catcttaaga
attgggggat
agagaattac
agagatccaa
atacaagaca

tatggaaaac

aagcaggata
atcagaagac
acatagtaac
aatcagagtt
catgggtace
agggaatcag
aatatcacaa
aagaaatagt
tagactgtag
tggtageagt
ggcaagaaac
atacagataa
ggatcaaaca
tgaataaaga
cagcagtaca
acagtgeagg
aaaaacaaat
tttggaaagg

atagtgacat

agatggcagg
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45
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3240
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3480
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4020

4080
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Gln

Thr

Thr

Lys

Tyr

Ser

145

Phe

Thr

Ala

Trp

Met

225

Gln

Glu

Met

Pro

Leu

50

Pro

Ile

Lys

Lys

Pro

130

Pro

Ser

Pro

Ala

Asp

210

Arg

Glu

Ile

Tyr

Phe
290

Leu

Ser

Ala

Glu

Thr

115

Ile

Arg

Pro

Gln

Met

195

Arg

Glu

Gln

Tyr

Ser

275

Arg

Glu

Tle

Thr

Ala

100

Gln

Val

Thr

Glu

Asp

180

Gln

Leu

Pro

Ile

Lys

260

Pro

Asp

Thr

Gln

Leu

85

val

Gln

Gln

Leu

Val

165

Leu

Met

His

Arg

Ala

245

Arg

val

Tyr
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Ser

Thr

70

Tyr

Glu

Ala

Asn

Asn

150

Ile

Asn

Leu

Pro

Gly

230

Trp

Trp

Ser

val

Glu

55

Gly

Cys

Lys

Ala

Leu

135

Ala

Pro

Thr

Lys

Val

215

Ser

Met

Ile

Ile

Asp
295

Gly

Ser

val

Met

Ala

120

Gln

Trp

Met

Met

Glu

200

His

Asp

Thr

Ile

Leu

280

Arg

Cys

Glu

His

Glu

105

Asp

Gly

Val

Phe

Leu

185

Thr

Ala

Ile

Ser

Lau

285

Asp

Phe

18

Lys

Glu

Glu

20

Glu

Ser

Gln

Lys

Ser

170

Asn

Ile

Gly

Ala

Asn

250

Gly

Ile

Tyr

Gln

Leu

15

Arg

Glu

Ser

Met

Val

155

Ala

Thr

Asn

Pro

Gly

235

Pro

Leu

Arg

Lys

Ile

60

Arg

Ile

Gln

Gln

Val

140

Ile

Leu

Val

Asp

Val

220

Thr

Pro

Asn

Gln

Thr
300

Ile

Ser

Glu

Asn

val

125

His

Glu

Ser

Gly

Glu

205

Ala

Thr

Ile

Lys

Gly

285

Leu

Gly

Leu

val

Lys

110

Ser

Gln

Glu

Glu

Gly

150

Ala

Pro

Ser

Pro

Ile

270

Pro

Arg

Gln

Tyr

Lys

95

Ser

Gln

Ala

Lys

Gly

175

Hisg

Ala

Gly

Thr

val

255

val

Lys

Ala

Leu

Asn

Asp

Lys

Asn

Ile

Ala

160

Ala

Gln

Glu

Gln

Leu

240

Gly

Arg

Glu

Glu



Gln

305

Gln

Gln

Pro

Gly

Arg

385

Lys

Glu

Gly

Ser

Glu

465

Tyr

Gln

Phe

Arg

Gln
545

Ala

Asn

Ala

Gly

Ser

370

Lys

Asn

Gly

Lys

Arg

450

Glu

Pro

Phe

Ser

val

530

Gly

Ser

Ala

Thr

His

355

val

Ser

Cys

Hisg

Ile

435

Pro

Ile

Leu

Phe

Ser
515

Trp

Thr

Gln

Asn

Leu

340

Lys

Thr

Ile

Arg

Gln

420

Trp

Glu

Thr

Ala

Arg

500

Glu

Gly

val

Asp

Pro

325

Glu

Ala

Ala

Lys

Ala

405

Met

Pro

Pro

Pro

Ser

485

Glu

Gln

Gly

Ser

ES 2 683 820 T3

Val

310

Asp

Glu

Arg

val

Cys

390

Pro

Lys

Ser

Thr

Ser

470

Leu

Asp

Thr

Asp

Phe
550

Lys

Cys

Met

val

Met

375

Phe

Arg

Asp

His

Ala

455

Gln

Lys

Len

Arg

Asn

535

Ser

Asn

Lys

Met

Leu

360

Met

Asn

Lys

Cys

Lys

440

Pro

Lys

Ser

Ala

Ala

520

Pro

Phe

Tre

Thr

Thr

345

Ala

Gln

Cys

Lys

Ser

425

Gly

Pro

Gln

Leu

Phe

505

Asn

Leu

Pro

19

Met

Ile

330

Ala

Glu

Arg

Gly

Gly

410

Glu

Arg

Ala

Glu

Phe

499

Pro

Ser

Ser

Gln

Thr

315

Leu

Cys

Ala

Gly

Lys

395

Cys

Arg

Pro

Glu

Gln

475

Gly

Gln

Pro

Glu

Ile
555

Glu

Lys

Gln

Met

Asn

380

Glu

Trp

Gln

Gly

Ser

460

Lys

Asn

Gly

Thr

Thr

540

Thr

Thr

Ala

Gly

Ser

365

Fhe

Gly

Lys

Ala

Asn

445

Fhe

Asp

Asp

Lys

Ser

525

Gly

Leu

Leu

Leu

val

350

Gln

Lys

His

Cys

Asn

430

Phe

Gly

Lys

Pro

Ala

510

Arg

Ala

Trp

Leu

Gly

335

Gly

val

Gly

Thr

Gly

415

Phe

Leu

Phe

Glu

Ser

495

Gly

Glu

Glu

Gln

Val

320

Pro

Gly

Thr

Pro

Ala

400

Arg

Leu

Gln

Gly

Leu

480

Ser

Glu

Leu

Gly

Arg
560



Pro

Asp

Lys

Arg

Gly

625

Leu

Glu

Lys

Cys

Asn

705

Lys

Asp

Lys

Val

Ser

785

Pro

Leu

Thr

Trp

Gln

610

Thr

Leu

Thr

Gln

Thr

690

Pro

Trp

Phe

Lys

Pro

770

Ile

Gln

Val

Gly

Lys

595

Tyr

Val

Thr

Val

Trp

675

Glu

Tyr

Arg

Trp

Lys

755

Leu

Asn

Gly

Thr

Ala

580

Pro

Asp

Leu

Gln

Fro

660

Pro

Met

Asn

Lys

Glu

740

Ser

Asp

Asn

Trp

Ile

565

Asp

Lys

Gln

Val

Ile

645

Val

Leu

Glu

Thr

Leu

725

val

Val

Glu

Glu

Lys

ES 2 683 820 T3

Lys

Asp

Met

Ile

Gly

630

Gly

Lys

Thr

Lys

Pro

710

Val

Gln

Thr

Asp

Thr

750

Gly

Ile

Thr

Ile

Leu

615

Pro

Cys

Leu

Glu

Glu

695

Ile

Asp

Leu

Val

Phe

775

Proc

Ser

Gly

Val

Gly

€00

Ile

Thr

Thr

Lys

Glu

€80

Gly

Phe

Phe

Gly

Leu

760

Arg

Gly

Pro

Gly

Leu

585

Gly

Glu

Pro

Leu

Pro

665

Lys

Lys

Ala

Arg

Ile

745

Asp

Lys

Ile

Ala

20

Gln

570

Glu

Ile

Ile

Val

Asn

650

Gly

Ile

Ile

Ile

Glu

730

Pro

Vval

Tyr

Arg

Ile

Leu

Glu

Gly

Cys

Asn

635

Phe

Met

Lys

Ser

Lys

715

Leu

His

Gly

Thr

Tyr

785

Phe

Lys

Met

Gly

Gly

620

Ile

Pro

Asp

Ala

Arg

700

Lys

Asn

Dro

Asp

Ala

780

Gln

Gln

Glu

Asn

Phe

605

Tyr

Ile

Ile

Gly

Leu

685

Ile

Lys

Lys

Ala

Ala

765

Phe

Tyr

Ser

Ala

Leu

590

Ile

Lys

Gly

Ser

Pro

6790

Thr

Gly

Asp

Arg

Gly

750

Tyr

Thr

Asn

Ser

Leu

575

Pro

Lys

Ala

Arg

Pro

655

Lys

Glu

Pro

Ser

Thr

735

Leu

Phe

Ile

val

Met

Leu

Gly

val

Met

Asn

640

Ile

val

Ile

Glu

Thr

720

Gln

Lys

Ser

Pro

Leu

800

Thr
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805 B10 815

Lys Ile lLeu Glu Pro Phe Arg Lys Gln Asn Pro Glu Ile Val Ile Tyr
820 825 830

Gln Tyr Met Asp Asp Leu Tyr Val Gly Ser Asp Leu Glu Ile Gly Gln
835 840 845

His Arg Thr Lys Ile Glu Glu Leu Arg Glu His Leu Leu Arg Trp Gly
850 855 860

Phe Thr Thr Pro Asp Lys Lys His Gln Lys Glu Pro Pro Phe Leu Trp
865 870 875 880

Met Gly Tyr Glu Leu His Pro Asp Lys Trp Thr Val Gln Pro Ile Lys
885 890 895

Leu Pro Glu Lys Glu Ser Trp Thr Val Asn Asp Ile Gln Lys Leu Val
900 905 910

Gly Lys Leu Asn Trp Ala Ser Gln Ile Tyr Ala Gly Ile Lys Val Lys
915 920 925

Gln Leu Cys ILys Leu Leu Arg Gly Thr Lys Ala L.eu Thr Glu Val val
330 935 940

Pro Leu Thr Glu Glu Ala Glu Leu Glu Leu Ala Glu Asn Arg Glu Ile
945 850 955 960

Leu Lys Glu Pro Val His Gly Val Tyr Tyr Asp Pro Ser Lys Asp Leu
965 970 975

Ile Ala Glu Leu Gln Lys Gln Gly Asp Gly Gln Trp Thr Tyr Gln Ile
980 385 990

Tyr Gln Glu Pro Phe Lys Asn Leu Lys Thr Gly Lys Tyr Ala Arg Thr
995 1000 1005

Arg Gly Ala His Thr Asn Asp Val Lys Gln Leu Thr Glu Ala Val
1010 1015 1020

Gln Lys Ile Ala Thr Glu Ser Ile Val Ile Trp Gly Lys Thr Pro
1025 1030 1035

Lys Phe Lys Leu Pro Ile Gln Lys Glu Thr Trp Glu Thr Trp Trp
1040 1045 1050

21



Ile

Asn

Pro

Arg

Arg

Glu

Val

Ala

Glu

Ala

Ser

Ala

Ala

Ala

Gln

Leu

Glu
1055

Thr
1070

Ile
1085

Glu
1100

Gln
1115

Leu
1130

Asn
1145

Gln
1160

Gln
1175

His
1190

Gln
1205

Gln
1220

Ser
1235

Ser
1250

val
1265

Glu
1280

Tyr

Pro

Ile

Thr

Lys

Gln

Ile

Pro

Leu

Lys

Gly

Glu

Asp

Cys

Asp

Gly

Trp

Pro

Gly

Lys

val

Ala

Val

Asp

Ile

Gly

Ile

Glu

Phe

Asp

Cys

Lys

Gln

Leu

Ala

Leu

val

Ile

Thr

Lys

Lys

Ile

Arg

His

Asn

Lys

Ser

val

ES 2 683 820 T3

Ala

Val

Glu

Gly

Pro

Asn

Asp

Ser

Lys

Gly

Lys

Glu

Leu

Cys

Pro

Ile

Thr
1060

Lys
1075

Thr
1080

Lys
1105

Phe
1120

Leu
1135

Ser
1150

Glu
1165

Glu
1180

Gly
1185

Val
1210

Lys
1225

Pro
1240

Gln
1255

Gly
1270

Leu
1285

Trp

Leu

Phe

Ala

Thr

Ala

Gln

Ser

Lys

Asn

Leu

Tyr

Pro

Leu

Ile

val

22

Ile

Trp

Tyr

Gly

Asp

Leu

Tyr

Glu

Val

Glu

Phe

His

val

Lys

Trp

Ala

Pro

Tyr

val

Tyr

Thr

Gln

Ala

Leu

Tyr

Gln

Leu

Asn

val

Gly

Gln

val

Glu

Gln

Asp

val

Thr

Asp

Leu

Val

Leu

val

Asp

Asn

Ala

Glu

Leu

His

Trp
1065

Leu
1080

Gly
1095

Thr
11140

Asn
1125

Ser
11440

Gly
1155

Ser
1170

Ala
1185

Asp
1200

Gly
1215

Trp
1230

Lys
1245

Ala
1260

Asp
1275

Val
1290

Glu

Glu

Ala

Asp

Gln

Gly

Ile

Gln

Trp

Lys

Ile

Arg

Glu

Met

Cys

Ala

Phe

Lys

Ala

Arg

Lys

Leu

Ile

Ile

Val

Leu

Asp

Ala

Ile

His

Thr

Ser

Val

Glu

Asn

Gly

Thr

Glu

Gln

Tle

Pro

Val

Lys

Met

val

Gly

His

Gly



Tyr

Ala

val

Ala

Tyr

Leu

Lys

Lys

Ile

Ile

Pro

Ala

Arg

Asp

<210> 3
<211>129
<212> PRT

Ile
1295

Tyr
1310

His
1325

Ala
1340

Asn
1355

Lys
1370

Thr
1385

Gly
1400

Ile
1415

Lys
1430

Ile
1445

Val
1460

Lys
1475

Asp
1490

Glu

Phe

Thr

Cys

Pro

Lys

Ala

Gly

aAla

Ile

Trp

Val

val

Cys

Ala

Leu

Asp

Trp

Gln

Ile

Val

Ile

Thr

Gln

Lys

Ile

Lys

Val

Glu

Leu

Asn

Trp

Ser

Ile

Gln

Gly

Asp

Asn

Gly

Gln

Ile

Ala

ES 2 683 820 T3

val

Lys

Gly

Ala

Gln

Gly

Met

Gly

Ile

Phe

Pro

Asp

Ile

Ser

Ile
1300

Leu
1315

Ser
1330

Gly
1345

Gly
1360

Gln
1375

Ala
1390

Tyr
1405

Gln
1420

Arg
1435

Ala
1450

Asn
1465

Arg
1480

Arg
1495

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 3

Pro

Ala

Asn

Ile

val

val

Val

Ser

Thr

val

Lys

Ser

Asp

Gln

23

Ala

Gly

Phe

Lys

Val

Arg

Phe

Ala

Arg

Tyr

Leu

Asp

Tyr

Asp

Glu

Arg

Thr

Gln

Glu

Asp

Ile

Gly

Glu

Tyr

Leu

Ile

Gly

Glu

Thr

Trp

Ser

Glu

Ser

Gln

His

Glu

Leu

Arg

Trp

Lys

Lys

Asp

Gly
1305

Pro
1320

Ala
1335

Phe
1350

Met
1365

Ala
1380

Asn
1395

Arg
1410

Gln
1425

Asp
1440

Lys
1455

Val
1470

Gln
1485

Gln

vVal

Thr

Gly

Asn

Glu

Phe

Ile

Lys

Ser

Gly

Val

Met

Glu

Lys

val

Ile

Lys

His

Lys

Ile

Gln

Arg

Glu

Pro

Ala

Thr

Val

Lys

Pro

Glu

Leu

Arg

Asp

Ile

Asp

Gly

Arg

Gly



10

<210> 4
<211> 129
<212> PRT

Met

Glu

His

Gly

Gln

65

Thr

Thr

Lys

Tyr

Gly

Arg

Leu

Leu

50

Pro

Val

Lys

Lys

Ala

Ile

Ile

35

Leu

Ser

Ala

Glu

Thr
115

Arg Ala

Arg Leu
20

Trp Ala

Glu Thr

Ile Gln

Thr Leu
85

Ala Val
100

Gln Gln

ES 2 683 820 T3

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr

70

Tyr

Glu

Ala

Val

Pro

Arg

Glu

55

Gly

Cys

Lys

Ala

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

val

Met

Ala
120

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 4

Met

Glu

His

Gly

Gln
&5

Gly

Arg

Leu

Leu

50

Pro

Ala

Ile

Ile

35

Leu

Ser

Arg Ala

5

Arg Leu

Trp Ala

Glu Thr

Ile Gln

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr
70

val

Pro

Arg

Glu

55

Gly

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

His

Glu

105

Asp

Ser

Gly

Leu

Cys

Glu

24

Gly

10

Lys

Glu

Lys

Glu

Glu

30

Glu

Ser

Gly

10

Lys

Glu

1ys

Glu

Gly

Lys

Arg

Gln

Ile

75

Arg

Glu

Ser

Gly

Lys

Arg

Gln

Ile
75

Lys

Lys

Phe

Ile

60

Arg

Ile

Gln

Gln

Lys

Lys

Phe

Ile

60

Arg

Leu

Tyr

Thr

45

Ile

Ser

Glu

Asn

Val
125

Leu

Tyr

Thr

45

Ile

Ser

Asp

Ala

30

Leu

Gly

Leu

val

Lys

110

Ser

Asp

Ala

30

Leu

Gly

Leu

Thr

15

Leu

Asn

Gln

Tyr

Lys

95

Ser

Gln

Thr

15

Leu

Asn

Gln

Tyr

Trp

Lys

Pro

Leu

Asn

80

Asp

Lys

Asn

Trp

Lys

Pro

Leu

Asn
80



10
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Thr Val Ala Thr Leu Tyr Cys Val His Glu Arg Ile Glu Val Lys Asp

85

90

95

Thr Lys Glu Ala Val Glu Lys Met Glu Glu Glu Gln Asn Lys Ser Lys

100

105

110

Lys Lys Thr Gln Gln Ala Ala Ala Asp Ser Ser Gln Val Ser Gln Asn

115

Tyr

<210>5

<211>132
<212> PRT

120

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 5

Met Gly Ala Arg Ala Ser

Glu Lys Ile Arg Leu Arg
20

His Ile val Trp Ala Ser
35

Gly Leu Leu Glu Thr Ser
50

Gln Pro Ser Leu Gln Thr
65 70

Thr Val Ala Thr Leu Tyr
85

Thr Lys Glu Ala Leu Asp
100

Lys Lys Ala Gln Gln Ala
115

Ser Gln Asn Tyr
130

<210>6
<211>75
<212> PRT

val

Pro

Arg

Glu

35

Gly

Cys

Lys

Ala

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

Val

Ile

Ala
120

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

His

Glu

105

Asp

25

Gly

10

Lys

Glu

Arg

Glu

Gln

90

Glu

Thr

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu

75

Arg

Glu

Gly

Glu

Lys

Phe

Ile

60

Arg

Ile

Gln

His

125

Leu

Tyr

Ala

415

Leu

Ser

Glu

Asn

Ser
125

Asp

Lys

30

val

Gly

Leu

Ile

Lys

110

Asn

Arg

15

Leu

Asn

Gln

Tyr

Lys

95

Ser

Gln

Trp

Lys

Pro

Leu

Asn

80

Asp

Lys

val
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<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 6
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu Leu Asp Arg Trp
1 5 10 15
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys
20 25 30
His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu lLeu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro
35 40 45
Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gln Ile Leu Gly Gln Leu
50 55 60
Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu Leu
65 70 75
<210>7
<211>73
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400>7
Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu Leu Asp Arg Trp Glu Lys
1 5 10 15
Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Arg Leu Lys His Ile
20 25 30
Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro Gly Leu
35 40 45
Leu Glu Thr Thr Glu Gly Cys Arg Gln Ile Leu Gly Gln Leu Gln Pro
50 55 60
Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu Leu
65 70
<210>8
<211>75
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

26



10

15

20

ES 2 683 820 T3

<400> 8
Met Gly Ala Arg Ala Ser Vval
1 5
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro
20
His Leu Val Trp Ala Ser Arg
35
Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu
50 55
Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly
65 70
<210>9
<211>75
<212> PRT

Leu

Gly

Glu
40

Gly

Ser

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400>9
Met Gly Ala Arg Ala Ser Vval
1 5
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro
20
His Ile Val Trp Ala Ser Arg
35
Gly Leu Leu Glu Thr Ser Gly
50 55
Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly
&5 70
<210>10
<211>75
<212> PRT

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 10

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

27

Gly
10

Lys

Glu

Arg

Glu

Gly

10

Lys

Glu

Arg

Glu

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu
75

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu
75

Gln

Lys

Phe

Ile
60

Glu

Lys

Phe

Ile
60

Leu

Tyr

Ala
45

Leu

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

Asp Arg
15

Arg Leu

30

Val Asn

Glu Gln

Asp Arg
15

Lys Leu
30

Val Asn

Glu Gln

Trp

Lys

Pro

Leu

Trp

Lys

Pro

Leu



10

15

ES 2 683 820 T3

Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu

1 5

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly

20

His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu

35

40

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Ala Gly

50

55

Ser Gly Gly Glu
10

Gly Lys Lys Lys
25

Leu Glu Arg Phe

Cys Arg Gln Ile
60

His Pro Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu Leu

65 70

<210> 11
<211>73
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 11
Ala Arg Ala Ser Val Leu
1 5
Ile Arg Leu Arg Pro Gly
20
Val Trp Ala Ser Arg Glu
35
IL.eu Glu Thr Ser Glu Gly
50
Ser Leu Pr¢ Thr Gly Ser
65 70
<210> 12
<211>75
<212> PRT

Ser

Gly

Leu

Cys

55

Glu

Gly

Lys

Glu

40

Arg

Glu

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 12

75

Gly Glu Leu Asp
10

Lys Lys Tyr Arg
25

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

Lys

Leu

Arg Phe Ala Val Asn

Gln Tle Leu Ala
60

Leu

28

45

Gln

Asp Arg Trp

15

Arg Leu
30

Ile Asn

Gly Gln

Trp Glu
15

Lys His
30

Pro Gly

Leu Gln

Lys

Pro

Leu

Lys

Ile

Leu

Pro



10

15
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Met Gly Ala Arg Ala Ser
1 5

Glu Lys Ile Arg Leu Arg
20

His Ile Val Trp Ala Ser
35

Gly Leu Leu Glu Thr Ser

Gln Pro Ser Leu Gln Thr
&5 70

<210> 13
<211>73
<212> PRT

val

Pro

Arg

Glu

Gly

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 13
Ala Arg Ala Ser Ile Leu
1 5
Ile Arg Leu Arg Pro Gly
20
Val Trp Ala Ser Arg Glu
35
Leu Glu Thr Ser Glu Gly
50
Ser Leu Gln Thr Gly Ser
65 70
<210> 14
<211>75
<212> PRT

Ser

Gly

Leu

Cys

55

Glu

Gly

Lys

Glu

40

Ile

Glu

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 14

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

Gly

Lys

25

Arg

Gln

Leu

29

Gly

10

Lys

Glu

Arg

Glu

Glu

10

Lys

Phe

Ile

Gly Glu

Lys Lys

Arg Phe

Gln Tle

60

Leu
75

Leu Asp

Tyr Lys

Ala Val

Leu Gly
60

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

Arg

Leu

Asn

45

Gln

Asp Arg
15

Lys Leu
30

Val Asn

Gly Gln

Trp Glu
15

Lys His
30

Pro Gly

Leu Gln

Trp

Lys

Pro

Leu

Lys

Ile

Leu

Pro



10

15
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Met Gly Ala Arg Ala Ser Vval
1 5

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro
20

His Val Val Trp Ala Ser Arg
35

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu

Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly
65 70

<210> 15
<211>75
<212> PRT

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 15
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val
1 5
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro
20
His Ile Val Trp Ala Ser Arg
35
Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu
50 55
Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly
65 70
<210> 16
<211>75
<212> PRT

Leu

Gly

Glu
40

Gly

Ser

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 16

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

30

Gly

10

Lys

Glu

Arg

Glu

Gly
10

Lys

Glu

Arg

Glu

Gly

Lys

Arg

Lys

Leu
75

Gly

Lys

Arg

Gln

Ile
75

Glu

Lys

Phe

Ile
60

Glu

Gln

Phe

Ile

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

Leu

Tyr

Ala
45

Leu

Asp Arg Trp
15

Lys Leu Lys
30

vVal Asn Pro

Gly Gln Leu

Asp Arg Trp
15

Lys Leu Lys

30

Leu Asn Pro

Glu Gln Leu



10

15

ES 2 683 820 T3

Met Gly Ala Arg Ala Ser Ile Leu
1 5

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly
20

His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu
35 40

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Gly Gly

His Pro Ser Leu Gln Thr Gly Ser
65 70

<210> 17
<211>73
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

Gly

10

Lys

Glu

1ys

Glu

<400> 17
Ala Arg Ala Ser Ile Leu Ser Gly Gly Glu
1 5 10
Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Arg
2 25
Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe
35 40
Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Lys Gln Ile
50 55
Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu Leu
65 70
<210> 18
<211>75
<212> PRT

<2183> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 18

31

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu
75

Leu

Iyr

Ala

Ile

Glu

Gln

Phe

Ile
60

Rsp

Arg

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

Arg

Leu

Val Asn

Arg
60

Gln

Asp Arg

Arg
30

Val

Ala

Trp

Lys

30

Pro

Leu

15

Leu

Asn

Gln

Glu

15

His

Gly

Gln

Trp

Lys

Pro

Leu

Lys

Ile

Leu

Pro
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15

ES 2 683 820 T3

Met Gly Ala Arg Ala Ser Vval
1 5

Glu Arg Ile Arg Leu Arg Pro
20

His Ile Val Trp Ala Ser Arg
35

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu

Gln Pro Ala Leu Gln Thr Gly
65 70

<210> 19
<211>75
<212> PRT

Leu

Arg

Glu

40

Gly

Ser

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 19
Met Gly Ala Arg Ala Ser Vval
1 5
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro
20
His Leu Val Trp Ala Ser Arg
35
Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu
50 55
Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly
&5 70
<210> 20
<211>75
<212> PRT

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 20

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

Ser

Gly

Leu

Cys

Glu

32

Gly

10

Lys

Glu

Arg

Asp

Gly

10

Lys

Glu

Arg

Glu

Gly

Lys

Arg

Gln

Phe
75

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu
75

Glu

Lys

Phe

Ile
60

Glu

Lys

Phe

Ile
60

Leu

Tyr

Ser

45

Leu

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

Asp Arg
15

Gln Leu
30

vVal Asn

Arg Gln

Asp Arg

15

Arg Leu

Val Asn

Gly Gln

Trp

Lys

Pro

Leu

Trp

Lys

Pro

Leu



10

15

Met

Glu

His

Ser

Gln
&5

<210> 21
<211>75
<212> PRT

Gly

Arg

Ile

Leu

Pro

Ala

Ile

Val

35

Leu

Ser

Arg Ala
5

Arg Leu

20

Trp Ala

Glu Thr

Leu Gln

ES 2 683 820 T3

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr
70

val

Pro

Arg

Glu

Gly

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 21
Met
1
Glu
His
Ser
Gln
65
<210> 22
<211>75
<212> PRT

Gly

Lys

Ile

Leu

50

Pro

Ala

Ile

Val

35

Leu

Ser

Arg Ala

5

Arg Leu

Trp Ala

Glu Thr

Leu Gln

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr
70

val

Pro

Arg

Glu

55

Gly

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 22

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

Ser

Gly

Leu

Cys

Glu

33

Gly

10

Ser

Glu

1ys

Glu

Gly

10

Lys

Glu

Arg

Glu

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu
75

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu

Glu

Lys

Phe

Ile
60

Glu

Lys

Phe

Ile
60

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

Asp Arg Trp
15

Lys Leu Lys
30

Val Asn Pro

Gly Gln Leu

Asp Arg Trp
15

Gln Leu Lys
30

vVal Asn Pro

Gly Gln Leu
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15

20

ES 2 683 820 T3

Met Gly Ala Arg Ala Ser Val
1 5

Glu Arg Ile Arg Leu Arg Pro

20

His Ile Val Trp Ala Ser Arg
35

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu
50 55

Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly
65 70

<210> 23
<211>75
<212> PRT

Leu

Gly

Glu
40

Gly

Ser

<2183> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 23
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val
1 5
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro
20
His Val Val Trp Ala Ser Arg
35
Gly Leu Leu Glu Thr Ala Glu
50 55
His Pro Ser Leu Gln Thr Gly
65 70
<210> 24
<211>72
<212> PRT

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<220>
<221> caracteristica_misc

<2225 (18)..(18)

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

34

Gly
10

Lys

Glu

Arg

Glu

Gly

10

Lys

Glu

Lys

Glu

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu
75

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu
75

Glu

Lys

Phe

Ile
60

Glu

Lys

Phe

Ile
80

Leu

Tyr

Ala
45

Ile

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

Asp Lys Trp
15

Lys Leu Lys

30

Val Asn Pro

Gly Gln Leu

Asp Arg Trp
15

Arg Leu Lys
30

Val Asn Pro

Ala Gln Leu
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15

20

ES 2 683 820 T3

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que existe de forma natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<2225 (51).

.(51)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que existe de forma natural

<400> 24

<210> 25
<211>75
<212> PRT

Arg

Arg

Trp

Glu

Leu

Ala

Xaa

Ala

Thr

50

Gln

Ser vVal Leu
5

Arg Gln Gly
20

Ser Arg Glu
35

Xaa Glu Gly

Thr Gly Ser

Ser

Gly

Leu

Cys

Glu

Gly

Lys

Glu

Arg

55

Glu

Gly Glu Leu Asp Arg

Lys Lys Tyr Lys Leu

25

Arg Phe Ala Val Asn

40

10

Gln Ile Leu Glu Gln

Leu

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 25

Met

Glu

His

Gly

Gln
&5

Gly

Lys

Ile

Leu

50

Pro

Ala Arg Ala

Ile Arg Leu
20

Val Trp Ala
35

Leu Glu Thr

Ser Leu Gln

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr
70

val

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu Ser

Gly Gly
25

Glu Leu
40

Gly Cys

Ser Glu

35

Gly Gly

Lys Lys

Glu Arg

Arg Gln

Glu Leu
75

60

Glu

Lys

Phe

Ile
60

Trp Glu Lys Ile

Lys

Pro

45

Leu

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

15

Hig Ile Val
30

Gly Leu Leu

Gln Pro Ala

Asp Arg Trp
15

Lys Leu Lys
30

vVal Asn Pro

Gly Gln Leu
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20

<210> 26
<211>75
<212> PRT

ES 2 683 820 T3

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 26

<210> 27
<211>75
<212> PRT

Met

Glu

His

Gly

Gln
65

Gly

Arg

Leu

Leu
50

Pro

Ala

Ile

Ile
35

Leu

Ser

Arg Ala
5

Arg Leu
20

Trp Ala

Glu Thr

ITle Gln

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr
70

val

Pro

Arg

Glu
55

Gly

Leu

Gly

Glu
40

Gly

Ser

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 27

<210> 28
<211>75

Met

Glu

His

Gly

Gln

Gly

Lys

Ile

Leu

50

Pro

Ala

Ile

vVal

35

Leu

Ser

Arg Ala

5

Arg Leu

Trp Ala

Glu Thr

Leu Gln

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr

Val

Pro

Arg

Glu

55

Gly

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

Ser

Gly

Leu

Cys

Glu

Ser

Gly

Leu

Cys

Glu

36

Gly
10

Lys

Glu

Lys

Glu

Gly

Lys

Glu

Arg

Glu

Gly

Lys

Arg

Gln

Ile
75

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu

Lys

Lys

Phe

Ile
60

Glu

Lys

Phe

Ile
80

Leu

Tyr

Thr
45

Ile

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

Asp Thr Trp
15

Ala Leu Lys
30

Leu Asn Pro

Gly Gln Leu

Asp Arg Trp
15

Lys Leu Lys
30

vVal Asn Pro

Gly Gln Leu
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15

<212> PRT

ES 2 683 820 T3

<2183> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 28

<210> 29
<211>75
<212> PRT

Met

Glu

His

Gly

Gln
65

Gly

Leu

Leu
50

Pro

Ala

Ile

Ile

35

Leu

Ser

Arg Ala
5

Arg Leu

20

Trp Ala

Glu Thr

Ile Gln

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr
70

Val

Pro

Arg

Glu

55

Gly

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 29

<210> 30
<211>75
<212> PRT

Met

Glu

His

Gly

Gln

Gly

Lys

Ile

Leu

50

Pro

Ala

Ile

vVal

35

Leu

Ser

Arg Ala
5

Arg Leu

20

Trp Ala

Glu Thr

Leu Lys

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr

Val

Pro

Arg

Glu

55

Gly

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

37

Gly

10

Lys

Glu

Lys

Glu

Gly

Lys

Glu

Arg

Glu

Gly

Lys

Arg

Gln

Ile
75

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu

Lys

Lys

Phe

Ile
60

Lys

Lys

Phe

Ile

Leu

Tyr

Thr

45

Ile

Leu

Tyr

Ala

45

Ile

Asp Thr
15

Ala Leu
30

Leu Asn

Gly Gln

Asp Ala
15

Lys Leu
30

Leu Asn

Ser Gln

Trp

Lys

Pro

Leu

Trp

Lys

Pro

Leu
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20

ES 2 683 820 T3

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 30
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val
1 5
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro
20
His Ile Val Trp Ala Ser Arg
35
Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu
50 55
Gln Ser Ser Ile Gln Thr Gly
65 70
<210> 31
<211>73
<212> PRT

Leu Ser

Gly Gly
25

Glu Leu
40

Gly Cys

Ser Glu

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 31
Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser
1 5
Ile Gln Leu Arg Pro Gly Gly
20
Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu
35
Leu Glu Thr Ser Gly Gly Cys
50 55
Ala Ile Gln Thr Gly Ser Glu
65 70
<210> 32
<211>73
<212> PRT

Gly Gly

His Lys
25

Glu Arg
40

Arg Gln

Glu Leu

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

38

Gly Gly

10

Arg Lys

Glu Arg

Lys Gln

Glu Ile
75

Lys Leu
10

Arg Tyr

Phe Ala

Ile Met

Lys

Thr

Phe

Ile

Leu Asp Glu
15

Tyr Lys Leu
30

Ala Leu Asn
45

Ile Ala Gln

Trp

Lys

Pro

Len

Asp Glu Trp Glu Lys

15

Lys Leu Lys His Ile

30

Ile Asn Pro Gly Leu

45

Gly Gln Leu Gln Pro

60



10

15

20

<400> 32
Ala
1
Ile
val
Leu
Ser
65
<210> 33
<211> 61
<212> PRT

Arg

Arg

Trp

Glu

50

Leu

Ala Ser Val
5

Leu Arg Pro
20

Ala Ser Arg
35

Thr Ser Glu

Lys Thr Gly

ES 2 683 820 T3

Leu

Gly

Glu

Gly

Ser
70

Ser

Gly

Leu

Cys

55

Glu

Gly

Arg

Glu

40

Lys

Glu

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 33

Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Ieu

1

5

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly

20

Gly Lys Leu Asp Ala

10

Lys Arg Tyr Arg Leu

25

Arg Phe Ala Leu Asn

Gln Ile Ile Ser Gln

Leu

60

45

Trp

Lys

30

Pro

Leu

Glu

15

His

Gly

Gln

Lys

Ile

Leu

Pro

Ser Gly Gly Glu Leu Asp Arg Trp

10

15

Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys

25

30

His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gln Ile Leu
60

<210> 34
<211> 61
<212> PRT

50

35

55

40

<2183> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 34

39

45
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15

ES 2 683 820 T3

Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu
1 5

Glu Arg Ile Arg Leu Arg Pro Gly
20

His Leu Ile Trp Ala Ser Arg Glu
35 40

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly
50 55

<210> 35
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 35
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu
1 5
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly
20
His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu
35 40
Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly
50 55
<210> 36
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 36

Ser Gly Gly

Gly Lys Lys
25

Leu Glu Arg

Cys Lys Gln

Ser Gly Gly
10

Gly Lys Lys
25

Leu Glu Arg

Cys Arg Gln

Lys

Lys

Phe

Ile
60

Lys

Lys

Phe

Ile
60

Leu Asp Thr Trp
15

Tyr Ala Leu Lys
30

Thr Leu Asn Pro
45

Ile

Leu Asp Ala Trp
15

Tyr Lys Leu Lys
30

Ala Leu Asn Pro
45

Ile

Met Gly Ala Arg Ala Ser Val lLeu Ser Gly Gly Lys Leu Asp Glu Trp

1 5

10

15

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Arg Lys Thr Tyr Lys Leu Lys

20

25

40

30
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15

20

<210> 37
<211>59

<212> PRT

ES 2 683 820 T3

Hig Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Leu Asn Pro
35 40 45

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Lys Gln Ile Ile
50 55 60

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 37

<210> 38
<211>59

<212> PRT

Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Lys Leu Asp Glu Trp Glu Lys
1 5 10 15

Ile Gln Leu Arg Pro Gly Gly His Lys Arg Tyr Lys Leu Lys His Ile
20 25 30

Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Ile Asn Pro Gly Leu
35 40 45

Leu Glu Thr Ser Gly Gly Cys Arg Gln Ile Met
50 55

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 38

<210> 39

Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Lys Leu Asp Ala Trp Glu Lys
1 5 10 15

Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Arg Lys Arg Tyr Arg Leu Lys His Ile
20 25 30

Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Leu Asn Pro Gly Leu
35 40 45

Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Lys Gln Ile Ile
50 55

41
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25

ES 2 683 820 T3

<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 39
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Arg Leu Asp Ala Trp
1 5 10 15
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Arg Met Lys
20 25 30
His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Leu Asn Pro
35 40 45
Gly Leu Leu Glu Thr Ala Glu Gly Cys Lys Gln Leu Met
50 55 60
<210> 40
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (54)..(54)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que existe de forma natural

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (61)..(61)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que existe de forma natural

<400> 40

42



10

15

ES 2 683 820 T3

Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Lys
1 5 10

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys
20 25

His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Met Glu Arg Phe
35 40

Asp Leu Leu Glu Thr Xaa Glu Gly Cys Gln Gln Ile
50 55 60

<210> 41
<211> 59
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

Leu Asp Ser Trp
15

Tyr Arg Met Lys
30

Ala Leu Asn Pro
45

Xaa

<400> 41
Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Lys Leu Asp Ala Trp Glu Lys
1 5 10 15
Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Arg Ile Lys His Leu
20 25 30
Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Leu Asn Pro Gly Leu
35 40 45
Leu Glu Thr Ala Glu Gly Cys Gln Gln Ile Met
50 55
<210> 42
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 42

43
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15

ES 2 683 820 T3

Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly
1 5 10

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys
20 25

His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Asp Arg
35 40

Gly Leu Leu Glu Thr Ala Glu Gly Cys Gln Lys
50 55

<210> 43
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 43
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Thr Gly Gly
1 5 10
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Arg Lys
20 25
Hig Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg
35 40
Asp Leu Leu Glu Thr Ala Glu Gly Cys Gln Gln
50 55
<210> 44
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 44

44

Lys Leu Asp Ala Trp
15

Arg Tyr Arg Met Lys
30

Phe Ala Leu Asn Pro
45

Ile Met
60

Lys Leu Asp Ala Trp
15

Ser Tyr Lys Ile Lys
30

Phe Ala Leu Asn Pro
45

Ile Met
60
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ES 2 683 820 T3

Met Gly Ala Arg Ala Ser Val lLeu Ser Gly Gly Lys Leu
1 5 10

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr
20 25

His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Asp Arg Phe Ala
35 40 45

Ser Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Gln Gln Ile Ile
50 55 60

<210> 45
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 45
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val lLeu Ser Gly Gly Lys Leu
1 5 10
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Arg Lys Lys Tyr
20 25
His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Asp Arg Phe Ala
35 40 45
Gly Leu Leu Glu Thr Ala Glu Gly Cys Gln Gln Ile Leu
50 55 €0
<210> 46
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (42)..(42)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que existe de forma natural

<220>
<221> caracteristica_misc

<2225 (49)..(49)
45

Asp Ala Trp
15

Arg Leu Lys
30

Leu Asn Pro

Asp Ala Trp
15

Arg Met Lys
30

Leu Asn Pro
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ES 2 683 820 T3

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que existe de forma natural

<400> 46

<210> 47
<211> 59

<212> PRT

Met Gly Ala Arg Ala Ser Ile
1 5

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro
20

Hig Leu Val Trp Ala Ser Arg
35

Xaa Leu Leu Glu Ser Ala Glu
50 55

Leu Ser

Gly Gly

Glu Leu
40

Gly Cys

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 47

<210> 48
<211> 59

<212> PRT

Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser
1 5

Ile Gln Leu Arg Pro Gly Gly
20

Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu
35

IL.eu Glu Thr Ser Glu Gly Cys
50 55

Gly Gly

Llys Lys
25

Glu Arg
40

Gln Gln

<2183> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 48

46

Gly Gly Arg Leu Asp Ala Trp
10 15

Lys Lys Lys Tyr Arg Leu Lys
30

Xaa Arg Phe Ala Leu Asn Pro
45

Gln Gln Ile Met
60

Lys Leu Asp Ala Trp Glu Lys
10 15

Lys Tyr Arg Leu Lys His Leu
30

Phe Ala Leu Asn Pro Asp Leu
45

Ile TIle
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15

<210> 49
<211> 61

<212> PRT

ES 2 683 820 T3

Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser
1 5

Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly
20

Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu
35

Leu Glu Thr Ala Glu Gly Cys
50 55

Gly Gly

Lys Lys
25

Glu Arg
40

Gln Gln

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 49

<210> 50
<211> 61

<212> PRT

Met Gly Ala Arg Ala Ser Val
1 5

Glu Arg Ile Arg Leu Arg Pro
20

His Leu Val Trp Ala Ser Arg
35

Gly Leu Leu Glu Thr Ala Glu
50 55

Leu Arg

Gly Gly
25

Lys Leu Asp Ser Trp Glu Lys
10 15

Lys Tyr Arg Leu Lys His Leu
30

Phe Ala Leu Asn Pro Ser Leu
45

Ile Met

Gly Glu Lys Leu Asp Thr Trp
10 15

Lys Lys Lys Tyr Met Met Lys
30

Glu Leu Glu Arg Phe Ala Leu Ala Pro

40

45

Gly Cys Arg Gln Ile Ile

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 50

47

60
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Met Gly Ala Arg Ala Ser Ile Leu Arg Gly Gly
1 5 10

Glu Lys Ile Gln Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys
20 25

His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg
35 40

Gly Leu Leu Glu Thr Ala Glu Gly Cys Arg Gln
50 55

<210> 51
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 51
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Arg Gly Glu
1 5 10
Glu Arg Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys
20 25
Hig Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg
35 40
Gly Leu Leu Glu Thr Ala Glu Gly Cys Arg Gln
50 55
<210> 52
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 52

48

Lys

Leu

Arg Tyr

Phe

Ile
60

Lys

Lys

Phe

Ile
60

Ala
45

Ile

Leu

Tyr

Ala

45

Ile

Asp Ala Trp
15

Met Leu Lys
30

Leu Asn Pro

Asp Thr Trp
15

Met Met Lys
30

Leu Ala Pro
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Met Gly Ala Arg Ala Ser Ile Leu Arg Gly Gly Lys Leu Asp Ala Trp
1 5 10 15

Glu Lys Ile Gln Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Arg Tyr Met Leu Lys
20 25 30

His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Leu Asn Pro
35 40 45

Gly Leu Leu Glu Thr Ala Glu Gly Cys Arg Gln Ile Ile
50 55 60

<210> 53
<211> 59
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 53
Ala Arg Ala Ser Ile Leu Arg Gly Gly Gln Leu Asp Arg Trp Glu Lys
1 5 10 15
Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys His Tyr Met Leu Lys His Leu
20 25 30
Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Val Leu Asn Pro Gly Leu
35 40 45
Leu Glu Thr Ala Glu Gly Cys Lys Gln Ile Met
50 55
<210> 54
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 54

Met Gly Ala Arg Ala Ser Ile Leu Thr Gly Glu Lys Leu Asp Ala Trp
1 5 10 15

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Met Ile Lys
20 25 30

His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Fhe Ala Leu Asn Pro
35 40 45

49
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Gly Leu Leu Glu Thr Ala Glu Gly Cys Gln Gln Ile Ile

50 55

<210> 55
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 55
Met Gly Ala Arg Ala Ser Ile Leu
1 5
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly
20
His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu
35 40
Gly Leu Leu Glu Thr Ala Glu Gly
50 55
<210> 56
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 56
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu
1 5
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly
20
His Val Val Trp Ala Ser Arg Glu
35 40
Gly Leu Leu Glu Thr Ala Glu Gly
50 55
<210> 57
<211> 61
<212> PRT

Ser Gly Gly

10

Gly Arg Lys

25

Leu Glu Arg

Cys Gln Gln

Ser

Gly

25

Leu

Cys

50

Gly

10

Lys

Glu

Gln

Gly

Lys

Arg

Gln

Lys

Lys

Phe

Leu

Lys

Lys

Phe

Ile

60

Leu

Tyr

Ala

45

Ile

Leu

Tyr

Ala

45

Ile

Asp Ala Trp
15

Arg Met Lys
30

Leu Asn Pro

Asp Ala Trp
15

Gln Leu Lys
30

Leu Asn Pro
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<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 57
Met Gly Ala Arg Ala Ser Ile Leu Thr Gly Glu
1 5 10
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys
20 25
His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg
35 40
Gly Leu Leu Glu Thr Ala Glu Gly Cys Gln Gln
50 55
<210> 58
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 58
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly
1 5 10
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys
20 25
His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg
35 40
Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Lys
50 55
<210> 59
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 59

51

Lys Leu Asp Ala Trp
15

Lys Tyr Met Ile Lys

30

Phe Ala Leu Asn Pro
45

Ile Ile
60

Lys Leu Asp Asp Trp
15

Gln Tyr Lys Leu Lys
30

Phe Ala Leu Asn Pro
45

Ile Ile
60
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Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly
1 5 10

Glu Arg Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys
20 25

His Leu Ile Trp Ala Gly Arg Glu Leu Asp Arg
35 40

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Lys
50 55

<210> 60
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 60
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly
1 5 10
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys
20 25
His Leu Ile Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg
35 40
Gly Leu Leu Glu Thr Thr Glu Gly Cys Arg Lys
50 55
<210> 61
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 61

52

Lys

Lys

Phe

Ile
60

Lys

Lys

Phe

Ile
60

Leu

Tyr

Ala

45

Ile

Leu

Tyr

Ala

45

Ile

Asp Ala Trp
15

Arg Met Lys
30

Leu Asp Pro

Asp Ala Trp
15

Arg Met Lys
30

Leu Asp Ser
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Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Lys Leu Asp Ala Trp
1 5 10 15

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Arg Lys Lys Tyr Lys Met Lys
20 25 30

His Leu Ile Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Leu Asp Pro
35 40 45

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Lys Ile Ile
50 55 60

<210> 62
<211> 38
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 62
Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Arg Leu Lys His Leu Val Trp Ala Ser Arg
1 5 10 15
Glu Leu Glu Arg Phe Ala Leu Asn Pro Gly Leu Leu Glu Thr Thr Glu
20 25 30
Gly Cys Lys Gln Ile Ile
35
<210> 63
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 63

Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Lys Leu Asp Ala Trp
1 5 10 15

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Arg Lys Lys Tyr Arg Leu Lys
20 25 30

His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Leu Asn Pro
35 40 45

Asp Leu Leu Glu Thr Ala Asp Gly Cys Gln Gln Ile Leu
50 55 60

53
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<210> 64
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 64
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu
1 5
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly
20
His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu
35 40
Asp Leu Leu Asp Thr Ala Glu Gly
50 55
<210> 65
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 65
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu
1 5
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly
20
His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu
35 40
Gly Leu Leu Glu Thr Prec Glu Gly
50 55
<210> 66
<211> 61
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<220>

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Ser

Gly

25

Leu

Cys

54

Gly

10

Lys

Glu

Leu

Gly

10

Lys

Glu

Leu

Gly

Lys

Arg

Gln

Gly

Lys

Arg

Gln

Lys

Lys

Phe

Leu
60

Lys

Lys

Phe

Ile
60

Leu

Tyr

Ala

45

Ile

Leu

Tyr

Ala

45

Ile

Asp Ala Trp
15

Arg Leu Lys
30

Leu Asn Pro

Asp Ala Trp
15

Arg Leu Lys
30

Leu Asn Pro
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<2225 (61).

.(61)
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<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que existe de forma natural

<400> 66

<210> 67
<211> 61
<212> PRT

Met Gly Ala
1

Glu Lys Ile

His Leu Val
35

Asp Leu Leu
50

Arg Ala Ser Val Leu
5

Arg Leu Arg Pro Gly
20

Trp Ala Ser Arg Glu
40

Glu Thr Ala Asp Gly
55

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

<400> 67

Met Gly Ala
1

Glu Lys Ile

His Leu Val
35

Gly Leu Leu
50

Arg Ala Ser Ile Leu
5

Arg Leu Arg Pro Gly
20

Trp Ala Ser Arg Glu
40

Glu Ser Ala Lys Gly
55

Ser Gly Gly
10

Gly Lys Lys
25

Leu Asp Arg

Cys Leu Lys

Ser Gly Gly
10

Gly Lys Lys
25

Leu Asp Arg

Cys Gln Gln

55

Lys

Lys

Phe

Ile
60

Lys

Gln

Phe

Ile
60

Leu

Tyr

Ala

45

Xaa

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

Asp Ala Trp
15

Arg Leu Lys
30

Leu Asn Pro

Asp Asp Trp
15

Arg Ile Lys
30

Leu Asn Pro
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de encapsidacion lentiviral defectuoso en la replicacién que no codifica una Env de VIH-1 funcional y
que carece de un sitio W 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 proteina Gag-Pol comprende
una porcion de proteina MA que tiene una o mas de las siguientes caracteristicas:

la ausencia de un acido glutamico en la posicion de aminodacido 12;
la ausencia de una arginina en la posicion de aminoacido 15;
la ausencia de una valina en la posicién de aminoé&cido 46;y

la ausencia de una leucina en la posicién de aminoacido 61, en la que las posiciones de aminodacidos se
numeran con respecto a SEQ ID NO: 5.

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

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

4. Un método de generacion de un vector de encapsidacion lentiviral defectuoso en la replicacion de cualquiera de
las reivindicaciones 1, 2 y 3, comprendiendo el método insertar una secuencia de nucleétidos que codifica Gag-Pol
de VIH-1 segun la reivindicacion 1, 2 o 3, respectivamente, en un plasmido bajo el control de un promotor no del VIH
para generar el vector de encapsidacion.

5. Un método in vitro de generacioén de una particula de vector lentiviral, comprendiendo el método administrar un
vector de encapsidacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 a una célula con un vector lentiviral.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que el vector de encapsidacion se transfecta en la célula.

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

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

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

10. Una particula de vector lentiviral que comprende las proteinas Gag y Pol de VIH-1 seleccionadas del grupo que
consiste en las proteinas Gag y Pol de VIH-1 de VIH-1 NDK o proteinas Gag y Pol de VIH-1 de un VIH-1 de subtipo
D, caracterizada porque la proteina Gag-Pol comprende una porciéon de proteina MA que tiene una o mas de las
siguientes caracteristicas:

la ausencia de un acido glutamico en la posicion de aminodacido 12;
la ausencia de una arginina en la posicion de aminoacido 15;
la ausencia de una valina en la posicién de aminoé&cido 46;y

la ausencia de una leucina en la posicién de aminoacido 61, en la que las posiciones de aminodacidos se
numeran con respecto a SEQ ID NO: 5.

11. La particula de vector lentiviral de la reivindicacion 10, en la que las proteinas Gag y Pol son proteinas Gag y Pol
producidas expresando una secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 2.

56
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