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DESCRIPCION
Proteinas y genes del virus del Nilo occidental y del dengue y su aplicacion terapéutica.
Campo de la invencion

La solicitud describe el virus del Nilo occidental (VNO) y/o péptidos procedentes del virus del dengue, y mas
especialmente polipéptidos o polinucleétidos procedentes de VNO y/o polipéptidos o polinucleétidos del virus del
dengue y su utilizacién en la preparacion de composiciones y vacunas. La presente invencion se refiere a
composiciones, vacunas y procedimientos para proporcionar una respuesta inmunitaria y/o una inmunidad protectora
frente a los animales contra un virus del Nilo occidental o un virus del dengue.

Antecedentes de la invencion

Flaviviridae son arbovirus (virus transmitidos por artropodos) transportados principalmente por mosquitos y
garrapatas que chupan sangre. Son pequefios virus encapsulados y sus genomas estan constituidos por ARN
monocatenario y lineal infeccioso de polaridad positiva. En el hombre, los flavivirus ocasionan fiebre hemorragica
mortal o meningoencefalitis. La fiebre amarilla, la fiebre del dengue y la encefalitis japonesa son los principales
flavivirosis tropicales. Otras importantes flaviviroses humanas son la encefalitis de Saint Louis, la encefalitis europea
transmitida por garrapatas y la fiebre del Nilo occidental.

La fiebre del Nilo occidental es una zoonosis asociada a un flavivirus que fue aislada por primera vez en Uganda en
1937. Su ciclo de transmision requiere aves como principal reservorio y mosquitos chupadores de sangre del género
Culex como vectores. Las aves migratorias virémicas transportan el virus a regiones lejanas donde lo transmiten de
nuevo a los mosquitos ornitéfilos del género Culex. Muchas especies de mamiferos son tolerantes para el virus del
Nilo occidental. Los caballos son particularmente sensibles a la enfermedad pero no participan en el ciclo de
transmision. La fiebre del Nilo occidental es endémica en Africa, Asia, Europa y Australia. Estudios filogenéticos han
puesto de manifiesto la existencia de dos cepas de virus: La estirpe 1 del virus tiene una distribucién mundial, y la
estirpe 2 del virus es esencialmente africana. La estirpe 1 del virus fue responsable de enzootias en Rumania
(1996), Rusia (1999), Israel (1998-2000) y mas recientemente en América del Norte donde el virus nunca se habia
detectado antes de 1999. Las cepas viricas aisladas durante las recientes epidemias en Israel y Estados Unidos,
son mas de 99,7% idénticas. En el Medio Oriente y América del Norte, donde ha arraigado el virus, se ha observado
una tasa importante de mortalidad de aves entre las aves infectadas, especialmente en Corvidae. En América del
Norte, mas de 4.000 sujetos fueron infectados con el virus del Nilo occidental, de las cuales 250 murieron entre los
meses de agosto y diciembre de 2002. En la actualidad, se observa zoonosis en todas las regiones de los Estados
Unidos. Por el momento, no existe una vacuna humana o terapia especifica contra la fiebre del Nilo occidental.

En las regiones templadas y subtropicales, las infecciones humanas pueden ocurrir durante la temporada de
otofio. Cuando un mosquito infectado pica a un sujeto, el periodo de incubacién dura aproximadamente una
semana, pero menos del 20% de las personas infectadas con el virus del Nilo occidental nunca siguen
manifestaciones clinicas. En su forma benigna, la infeccién virica se manifiesta por un estado febril indiferenciado
asociado a debilidad muscular, dolores de cabeza y dolor abdominal. En menos de 1% de las personas infectadas,
puede ocurrir meningitis o encefalitis aséptica aguda. También se observan esplenomegalia, hepatitis, pancreatitis y
miocarditis. La paralisis de matraz similar a un sindrome poliomielitico se ha descrito recientemente, pero los casos
mortales de encefalitis virica (5% de los pacientes con graves trastornos neurologicos) se refieren principalmente a
personas débiles y ancianos. La transmision interhumana del virus también se ha observado recientemente en los
Estados Unidos en personas que han recibido trasplantes de drganos o que han sido perfundidas con productos
sanguineos contaminados. La transmision intrauterina del virus se ha descrito en Estados Unidos. El desarrollo de
una vacuna humana contra la fiebre del Nilo occidental es una prioridad en vista del hecho de que la zoonosis ha
arraigado en América del Norte y es de esperar que se propague en los proximos meses a América Central, América
del Sury el Caribe, donde ya proliferan la fiebre del dengue y la fiebre amarilla.

Por lo tanto, hay una necesidad de péptidos procedentes del virus del Nilo occidental (VNO) y/o del virus del dengue,
y mas concretamente de polipéptidos o polinucledtidos procedentes de VNO y/o de polipéptidos o polinucledtidos del
virus del dengue y su utilizacién en la preparacion de composiciones y vacunas.

La presente invencién satisface estas necesidades y también otras necesidades que seran evidentes para los
expertos en la técnica al leer la siguiente memoria.

Davis B. et al. (Journal of Virology, mayo de 2001, pags. 4040-4047) da a conocer un plasmido de expresion
recombinante que expresa las proteinas pre-S y E de una cepa de virus del Nilo occidental. Segun esta publicacion,
una sola inyeccion intramuscular del vector provocé inmunidad protectora en ratones y caballos.

La solicitud de patente internacional WO 90/01946 describe virus de vacunas que expresan proteinas antigénicas de
flavivirus, en especial proteinas antigénicas de un virus tipo 4 del dengue, un virus de la encefalitis B japonesa o de
la encefalitis transmitida por garrapatas. En concreto, describe virus de vacunas que contienen una secuencia de
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codificacién para la membrana de la capside y antigenos de la envoltura del virus del dengue, que expresan los
antigenos correspondientes y la protecciéon permitida de ratones inmunizados.

Wang Z. et al. (Vaccine 19 (2001)) describe virus recombinantes de sarampién que expresan el HN las
glucoproteinas de superficie F de virus del sarampién o las proteinas ENV, GAG o POL del virus de la
inmunodeficiencia de simios.

La solicitud de patente internacional WO 2004/001051 con fecha de presentacion 30 de junio de 2003, da a conocer
el virus recombinante de sarampién que expresa la envoltura o el antigeno pre-M del virus del Nilo occidental. Se da
a conocer el polipéptido segregado de la envoltura del virus del Nilo occidental, pero lo da a conocer e este sentido
no se beneficia de la fecha de prioridad de dicha solicitud de patente internacional.

Fonseca B. et al. (1994 Vaccine vol. 12 n°® 3) describe virus recombinantes de vacunas que coexpresan
glucoproteinas pre-M y E del dengue 1. La publicaciéon dice que los virus obtenidos de este modo provocaron la
produccién de anticuerpos neutralizantes en ratones inoculados con los virus recombinantes.

Sumario de la invencion

La solicitud da a conocer polipéptidos procedentes del virus del Nilo occidental y/o del virus del dengue, y un
polipéptido purificado que procede de un antigeno del virus del Nilo occidental o de un antigeno del virus del
dengue.

La solicitud describe un anticuerpo purificado policlonal o monoclonal, capaz de unirse especificamente a un
polipéptido dado a conocer.

La solicitud da a conocer una secuencia de polinucleétido purificado que codifica el polipéptido dado a conocer y su
utilizacién para detectar la presencia o ausencia de un antigeno del virus del Nilo occidental o un antigeno del virus
del dengue en una muestra biolégica.

La invencion se refiere a un vector virico recombinante que es un virus recombinante del sarampién que comprende
una secuencia de polinucleétidos dada a conocer.

Un objetivo de la invencién es un virus recombinante del sarampién capaz de expresar un polipéptido de la invencion
0 que comprende, en su genoma, un polinucleétido dado a conocer.

AUn, otro objeto de la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende:
a) al menos un componente seleccionado del grupo que consta de:
- un virus recombinante del sarampién de la invencion, y
b) un vehiculo o portador farmacéuticamente aceptable.
Otro objetivo de la invencion se refiere al uso de la composicion farmacéutica de la invencién, como un agente
antivirus del Nilo occidental y/o de un antivirus del dengue, o para la preparacion de un antivirus del Nilo occidental

y/o de una vacuna antivirus del dengue.

Otro objetivo de la invencion se refiere a una célula hospedadora que comprende un vector virico recombinante
como se define anteriormente.

Ademas, otro objetivo de la invencion se refiere a un procedimiento de produccion de un virus recombinante para la
preparacion de una vacuna contra el virus del Nilo occidental o una vacuna contra el virus del dengue,
comprendiendo el procedimiento las etapas siguientes:

a) proporcionar una célula hospedadora como se ha definido anteriormente;

b) colocar la célula hospedadora de la etapa a) en condiciones que permitan la replicacion de un virus
recombinante capaz de expresar un polipéptido descrito, y

c) aislar el virus recombinante producido en la etapa b).

La solicitud da a conocer un ensayo de neutralizacion del virus del Nilo occidental, que comprende las etapas
siguientes:

a) poner en contacto células Vero con el virus del Nilo occidental y un anticuerpo;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2394 307 T3

b) cultivar dichas células VERO en condiciones que permitan la replicacion del virus del Nilo occidental, y
c¢) medir la reduccioén de los focos de replicacion del virus del Nilo occidental en dichas células VERO.

La solicitud describe un procedimiento para tratar y/o prevenir una infeccion por VNO o virus del dengue en un
animal, comprendiendo el procedimiento la etapa de administrar al animal una cantidad eficaz de al menos un
elemento seleccionado del grupo que consiste en:

- un polipéptido o un derivado funcional del mismo como se ha definido anteriormente;
- un anticuerpo como se ha definido anteriormente;

- un vector de expresion como se ha definido anteriormente;

- un polinucledtido o un fragmento del mismo como se ha definido anteriormente;

- un vector virico recombinante como se ha definido anteriormente; y

- unvirus recombinante del sarampién como se ha definido anteriormente.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra la secuencia de acido nucleico que codifica la glucoproteina E segregada del VNO e identificada
como SEC. ID. n° 1.

La figura 2 muestra la secuencia de aminoacidos de la glucoproteina E segregada del VNO e identificada como
SEC. ID. n°5.

La figura 3 muestra la secuencia de acido nucleico que codifica las glucoproteinas preM mas E del VNO e
identificada como SEC. ID. n° 2.

La figura 4 muestra la secuencia de aminoacidos de las glucoproteinas preM mas E del virus del Nilo occidental e
identificada como SEC. ID. n° 6.

La figura 5 muestra la secuencia de acido nucleico que codifica el gen preM-E del virus del dengue de tipo 1 e
identificada como SEC. ID. n° 4,

La figura 6 muestra la secuencia de aminoacidos del gen preM-E procedente del virus del dengue de tipo 1 e
identificada como SEC. ID. n° 8.

La figura 7 es una cartografia esquematica de los plasmidos recombinantes pTM-VPsch Segun las formas de
realizacion preferidas de la invencion.

La figura 8 muestra la expresion de sEwny por VP recombinante VPscw-SEwny Yy crecimiento del virus en células
Vero. (A) Diagrama esquematico de VPschw-SEWNV y crecimiento del virus. EI ADNc 1S-98-ST1 que codifica SEwny
se insert6 en el genoma de VP Schwarz entre las secuencias BsiW1 y BssHII de la UTA en la posicion 2. Se indican
los genes de VP: N (nucleoproteina), PVC (fosfoproteina y proteinas V y C), M (matriz), F (fusion), H
(hemaglutinina), L (polimerasa). T7: activador de T7 ARN polimerasa; hh: ribozima de cabeza de martillo, T7t:
terminador de T7 ARN polimerasa; 8: ribozima del virus delta de la hepatitis (VDH); UTA: unidad de transcripcion
adicional. (B) Curvas de crecimiento de VP. Se infectaron células Vero con VPsch, (cuadros blancos) o VPschw-SEwny
(cuadros negros) a una multiplicidad de infeccion (moi) de 0,01 TCIDso/célula. En varios momentos después de la
infeccion, las particulas viricas infecciosas se valoraron como se describe en los Procedimientos. (C) La tincion de
inmunofluorescencia de la glucoproteina SEWNV en sincitios de células Vero infectadas con VPschw-SEwny fijadas 36
h después de la infeccién. Las células se permeabilizaron (A, B) o no (C, D) con Triton X-100 y a continuacién se
inmunotifieron utilizando HMAF contra el VNO. Ampliacién: x 1000. No se observo sefial positiva en las células
infectadas con VPSchw. (D) Ensayo de radioinmunoprecipitacién (RIP) que muestra la liberacion de sEWNV de
células infectadas con VPSchw-sEWNYV. Se infectaron células Vero con la cepa ES-98-ST1 de VNO (m.o.i de 5)
durante 24 h, VPSchw (m.o.i de 0,1), VPSchw-sEWNV (m.o.i de 0,1) durante 40 h, o se simul6 la infeccion (MI). Los
sobrenadantes radiomarcados y los lisados celulares se inmunoprecipitaron con anticuerpos policlonales especificos
anti-VP (a-VP) o contra el VNO (a-VNO). Se muestran la glucoproteina E del VNO (punta de flecha blanca) y sEwnv
(punta de flecha negra).

La figura 9 muestra anticuerpos anti-VPSchw-sEwny que reconocen la glucoproteina E del VNO. Se infectaron
células Vero con la cepa ES-98-ST1 de VNO (VNO) o simulé la infeccion (sin virus). Los lisados de las células
marcadas se inmunoprecipitaron con antisueros mezclados (dilucion 1:100) de ratones inoculados con el VNO,
VPSchw, VPSchw-sEWNV como se describe en la leyenda de la Fig. 8D. Se utilizaron anticuerpos especificos del
anti-virus de la linfocoriomeningitis (VLCM) como referencia negativa. Las glucoproteinas prM y E de la estructura
del VNO vy las proteinas NS3, NS5, NS2A y NS2B no estructurales se muestran. PC, después de la prueba de
provocacion.
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Las SEC. ID. n° 3, n° 7, n°® 13 y n° 14 que originalmente se habian descrito con respecto a la proteina MS1 del VNO
no forman parte de la invencion.

Descripcion detallada de la invencion

La solicitud describe el virus del Nilo occidental (VNO) y/o péptidos derivados del virus del dengue, y mas
especificamente polipéptidos o polinucleétidos procedentes del VNO y/o polipéptidos o polinucleétidos del virus del
dengue y su utilizacién en la preparacion de composiciones y vacunas. La presente invencion se refiere a
composiciones, vacunas y procedimientos para proporcionar una respuesta inmunitaria y/o una inmunidad protectora
frente a los animales contra un virus del Nilo occidental o un virus del dengue.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresiéon "respuesta inmunitaria” se refiere a la respuesta a los
linfocitos T o al aumento de las concentraciones en el suero de anticuerpos contra un antigeno, o a la presencia de
anticuerpos neutralizantes contra un antigeno, tal como un antigeno del VNO o del virus del dengue. La expresién
"respuesta inmunitaria" se debe sobreentender que incluye una respuesta humoral y/o una respuesta celular y/o una
respuesta inflamatoria.

Un "antigeno" se refiere a una molécula, tal como una proteina o un polipéptido, que contiene uno o mas epitopos
que estimularan el sistema inmunitario del hospedador para hacer una respuesta especifica para el antigeno
humoral y/o celular. El término también se utiliza indistintamente con "inmundgenao".

La terminologia "proteccion” o "inmunidad protectora" se refiere en la presente memoria a la capacidad de los
anticuerpos séricos y a la respuesta celular provocada durante la inmunizacion para proteger (parcial o totalmente)
contra un virus del Nilo occidental o un virus del dengue. Por lo tanto, un animal inmunizado por las composiciones o
vacunas de la invencién va a experimentar un crecimiento y una propagacion limitados de un virus infeccioso del
Nilo occidental o del virus del dengue.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "animal” se refiere a cualquier animal que sea sensible de ser
infectado por un virus del Nilo occidental o un virus del dengue. Entre los animales que se sabe que estan
potencialmente infectados por estos virus, existen, pero no se limitan a, seres humanos, aves y caballos.

1. Polinucleétidos y polipéptidos

En una primera forma de realizacién, la solicitud describe un polipéptido purificado que se caracteriza porque
procede de un antigeno del virus del Nilo occidental o de un antigeno del virus del dengue o de uno de sus
derivados funcionales. Como se puede apreciar, una proteina/péptido se dice que "procede" de una proteina/péptido
o de un fragmento del mismo cuando tal proteina/péptido comprende por lo menos una parte, sustancialmente
similar en su secuencia, a la proteina/péptido natiural o a un fragmento de la misma.

El antigeno del virus del Nilo occidental utilizado en el virus recombinante de la presente invencién se selecciona
preferentemente del grupo que consta de glucoproteina de la envuelta segregada (E), glucoproteinas heterodimeras
(Prem-E). Mas especificamente, la glucoproteina de la envuelta segregada (E) comprende la secuencia de SEC. ID.
n° 5, las glucoproteina heterodimera (PreM-E) comprende la secuencia de SEC. ID. n° 6.

El antigeno del virus del dengue utilizado en el virus recombinante de la invencién se selecciona preferentemente del
grupo que consta de glucoproteina de la envoltura segregada (E), glucoproteinas heterodimeras (PreM-E). Mas
especificamente, la glucoproteina heterodimera (Prem-E) comprende la secuencia de SEC. ID. n° 8.

Segun una forma de realizacion preferida, el polipéptido utilizado en el virus recombinante de la presente invencién
tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de homologia, o incluso preferentemente 85% de
homologia con parte o toda la SEC. ID. n° 5, la SEC. ID. n° 6 o la SEC. ID. n° 8.

Un “derivado funcional”, como se entiende generalmente y se utiliza en la presente memoria, se refiere a una
secuencia de la proteina/péptido que posee una actividad funcional biolégica que es sustancialmente similar a la
actividad biolégica de toda la secuencia de la proteina/péptido En otras palabras, se refiere a un polipéptido o a
un(os) fragmento(s) del mismo que conserva(n) sustancialmente la misma funcién bioldgica que los polipéptidos de
las SEC. ID. n® 5, n°® 6 o0 n° 8. Un derivado funcional de una proteina/péptido puede o no puede contener
modificaciones después de la traduccién tal como hidratos de carbono unidos por enlace covalente, si dicha
modificacién no es necesaria para el funcionamiento de una funcion especifica. La expresién "derivado funcional” se
destina a los "fragmentos”, "segmentos”, "variantes", "analogos" o "derivados quimicos" de una. proteina/péptido de
la presente memoria, una proteina/péptido es dice que es un "derivado quimico" de otra proteina/péptido cuando
contiene restos quimicos adicionales que normalmente no forman parte de la proteina/péptido, afiadiéndose dichos
restos mediante la utilizacién de técnicas bien conocidas en la materia. Dichos restos pueden mejorar la solubilidad
de la proteina/péptido, la absorcién, biodisponibilidad, vida media biolégica y similares. Cualquier toxicidad no
deseable y los efectos secundarios de la proteina/péptido pueden atenuarse e incluso eliminarse utilizando dichos
restos.
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Ademas, mas preferentemente, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente, la misma
o la que tiene 100% de identidad con la SEC. ID. n° 5, la SEC. ID. n° 6 o la SEC. ID. n° 8.

Se puede utilizar un programa tal como el programa CLUSTAL para comparar secuencias de aminoacidos. Este
programa compara secuencias de aminoacidos y halla la alineacion éptima insertando espacios en cualquier
secuencia que sea apropiada. Es posible calcular la identidad u homologia de aminoéacidos para una alineacién
Optima. Un programa como BLASTXx alineara el tramo mas largo de secuencias similares y asignara un valor al
adoptado. Por lo tanto, es posible obtener una comparaciéon donde se encuentran varias regiones de similitud, cada
una con una puntuacion diferente. Ambos tipos de analisis de identidad se contemplan en la presente invencion.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "polipéptido(s)" se refiere a cualquier péptido o proteina que
comprende dos o mas aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados.
"Polipéptido(s)" se refiere tanto a cadenas cortas, normalmente denominadas péptidos, oligopéptidos y oligémeros y
a cadenas mas largas generalmente denominadas proteinas. Los polipéptidos pueden contener aminoacidos otros
aminoacidos aparte de los 20 aminoacidos codificados por genes. El/los "polipéptido(s)" incluye(n) los modificados
por procesos naturales, tales como el tratamiento y otras modificaciones después de la traduccién, pero también
mediante técnicas de modificacion quimica. Dichas modificaciones estan bien descritas en textos basicos y en
monografias mas detalladas, asi como en una voluminosa bibliografia de investigacion, y son bien conocidos por los
expertos en la técnica. Se apreciara que el mismo tipo de modificacion puede estar presente en el mismo o variable
grado en varios sitios en un polipéptido dado. También, un polipéptido dado puede contener muchos tipos de
modificaciones. Las modificaciones pueden ocurrir en cualquier parte en un polipéptido, incluyendo el esqueleto del
péptido, las cadenas laterales de aminoéacidos, y los extremos amino o carboxilo . Las modificaciones incluyen, por
ejemplo, acetilacién, acilacién, ribosilacién de ADP, amidacion, enlace covalente de flavina, enlace covalente de un
resto hemo, enlace covalente de un nucleétido o derivado de nucleétido, enlace covalente de un lipido o derivado de
lipido, enlace covalente de fosfotidilinositol, reticulacion, ciclacion, formaciéon de puentes disulfuro, desmetilacién,
formacion de cisteina, formacién de piroglutamato, formilacion, gamma carboxilacién, formacién de anclaje GPI,
hidroxilacién, yodacién, metilacién, miristoilacion, oxidacion, tratamiento proteolitico, fosforilacion, prenilacion,
racemizacion, glucosilacion, acoplamiento de lipidos, sulfatacion, gamma-carboxilacion de restos de acido glutamico,
hidroxilacién, selenoilacion, sulfatacion y adicion mediada por ARN de transferencia de aminoacidos a proteinas,
tales como arginilacion y ubiquitinacién. Véase, por ejemplo: PROTEINS-STRUCTURE AND MOLECULAR
PROPERTIES, 22 ed., T.E. Creighton, W.H. Freeman and Company, Nueva York (1993); Wold, F., Posttranslational
Protein Modifications: Perspectives and Prospects, paginas 1-12 en POSTTRANSLATIONAL COVALENT
MODIFICATION OF PROTEINS, B.C. Johnson, ed.., Academic Press, Nueva York (1983); Seifter et al., Meth.
Enzymol, 182:628-848 (1990) y Rattan et al., Proteins Synthesis: Posttranslational Modifications and Aging, Ann.
N.Y. Acad. Sci. 663: 48-62 (1992). Los polipéptidos pueden ser ramificados o ciclicos, con o sin ramificacion. Los
polipéptidos ciclicos, ramificados y circulares ramificados pueden proceder de procesos naturales después de la
traduccién y pueden prepararse también por procedimientos completamente sintéticos.

Con respecto a las proteinas o polipéptidos, la expresion "polipéptido aislado" o "polipéptido aislado y purificado" se
utiliza a veces en la presente memoria. Esta expresion se refiere principalmente a una proteina producida por la
expresion de una molécula de polinucledtido aislada contemplada por la invencién. Alternativamente, este término
puede referirse a una proteina que se ha separado suficientemente de otras proteinas con las que, naturalmente, se
asociaria, de forma que existen en forma "sustancialmente pura”.

La expresion "sustancialmente pura" se refiere a una preparacion que comprende por lo menos 50 a 60% en peso
del compuesto de interés (p. €j., acido nucleico, oligonucleétido, proteina, etc.). Mas preferentemente, la preparacion
comprende al menos 75% en peso, y mas preferentemente 90 a 99% en peso, del compuesto de interés.

La pureza se mide mediante por métodos apropiados para el compuesto de interés (p. €j., métodos cromatograficos,
agarosa o electroforesis en gel de poliacrilamida, analisis de HPLC y similares).

La solicitud describe un polinucleétido purificado que codifica un polipéptido descrito. Por lo tanto, el polinucleétido
tiene una secuencia de acido nucleico que es por lo menos 65% idéntica, mas particularimente 80% idéntica y aun
mas particularmente 95% idéntica a toda o parte de una cualquiera de las SEC. ID. n°® 1, n°® 2 o n° 4 o fragmentos
funcionales de las mismas.

Un "fragmento funcional”, como se entiende generalmente y se utiliza en la presente memoria, se refiere a una
secuencia de acido nucleico que codifica una actividad biolégica funcional que es sustancialmente similar a la
actividad biologica de la secuencia de acido nucleico entero. En otras palabras, se refiere a un acido nucleico o a
fragmento(s) del mismo que conserva sustancialmente la capacidad de codificacién para un polipéptido descrito.

El término "fragmento” como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una secuencia de polinucleétido (p. €j.,
ADNCc) que es una parte aislada de acido nucleico objeto construido artificialmente (p. €j., por sintesis quimica) o
mediante la escisién de un producto natural en varias piezas, utilizando endonucleasas de restriccion o cizallamiento
mecanico, o una parte de un acido nucleico sintetizado por RCP, ADN polimerasa o cualquier otra técnica de
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polimerizacién bien conocida en la técnica, o expresado en una célula hospedadora por tecnologia recombinante de
acido nucleico bien conocidas por un experto en la técnica.

Con relacion a los polinucleétidos dados a conocer en la solicitud, el término "polinucleétido aislado” se utiliza a
veces. Este término, cuando se aplica a ADN, se refiere a una molécula de ADN que esta seterminacion de las
secuencias con las que estd inmediatamente contigua (en las direcciones 5' y 3') en el genoma natural del
organismo del que procede. Por ejemplo, el "polinucleétido aislado" puede comprender una molécula de ADN
insertada en un vector, tal como un plasmido o vector virico, o integrada en el ADN genémico de un procariota o
eucariota. Una "molécula de polinucleétido aislada" puede comprender también una molécula de ADNCc.

La "identidad" y la "similitud" de la secuencia de aminoacidos o de nucledtidos se determina a partir de una
alineacion global é6ptima entre las dos secuencias que se comparan. Una alineacién global 6ptima se consigue
utilizando, por ejemplo, el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443-453).
"Identidad" significa que un aminoacido o un nucleétido en una posiciéon determinada en un primer polipéptido o
polinucleétido es idéntico a un aminoacido o nucledtido correspondiente en un segundo polipéptido o polinucleétido
gque esta en una alineacion global 6ptima con el primer polipéptido o polinucleétido. A diferencia de la identidad, la
"similitud" abarca los aminoacidos que son sustituciones conservadoras. Un sustitucion "conservadora" es cualquier
sustitucion que tiene una puntuacion positiva en la matriz de sustitucion blosum62 (Hentikoff y Hentikoff, 1992, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 89:10915-10919). Por la expresion "la secuencia A es n% similar a la secuencia B" se entiende
que el n% de las posiciones de una alineaciéon global éptima entre las secuencias A y B consiste en restos o
nucleétidos idénticos y sustituciones conservadoras. Por la expresion "la secuencia A es n% idéntica a la secuencia
B" se quiere decir que n% de las posiciones de una alineacién global éptima entre las secuencias A y B consiste en
restos o nucleotidos idénticos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "polinucledtido(s)" se refiere generalmente a cualquier poli-
ribonucleétido o poli-desoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN sin modificar o ARN o ADN modificado. Esta
definicion incluye, sin limitacion, ADN monocatenario y bicatenario, ADN que es una mezcla de regiones
monocatenarias y bicatenarias o de regiones monocatenarias, bicatenarias y tricatenarias, de ADNc, de ARN
monocatenario y bicatenario, y de ARN que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias, de moléculas hibridas
qgque comprenden ADN y ARN que pueden ser regiones monocatenarias 0, mas en general, bicatenarias, o
tricatenarias, o una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias. Ademas, "polinucleétido” tal como se utiliza
en la presente memoria se refiere a regiones tricatenarias que comprenden ARN o ADN o tanto ARN como ADN.
Las cadenas en dichas regiones pueden estar en la misma molécula o en moléculas diferentes. Las regiones
pueden incluir todas las de una o mas de las moléculas, pero mas en general implican sélo una regién de algunas de
las moléculas. Una de las moléculas de una region de triple cadena a menudo es un oligonucleétido. Tal como se
utiliza en la presente memoria, el término "polinucleétido(s)" también incluye los ADN o los ARN como los descritos
anteriormente que contienen una 0 mas bases modificadas. Asi pues, los ADN o ARN con ejes centrales
modificados para estabilidad o por otras razones son "polinucleétido(s)" tal como ese término se pretende en la
presente memoria. Ademas, los ADN o ARN que comprende bases poco frecuentes, tales como inosina, o bases
modificadas, tales como bases tritiladas, por nombrar solamente dos ejemplos, son polinucleétidos en el sentido en
que se utiliza el término en este documento. Se apreciara que una gran variedad de modificaciones se han realizado
en el ADN y ARN que sirven para muchos propoésitos Utiles conocidos por los expertos en la técnica.
"Polinucleétido(s)" abarca polinucleétidos cortos o fragmentos que comprenden al menos 6 nucleétidos a menudo
denominados oligonucleétido(s). El término "polinucledtido(s)”, como se emplea en este documento abarca asi
dichas formas de polinucleétidos modificadas quimica, enzimatica o metabdlicamente, asi como las formas quimicas
de ADN y ARN caracteristicas de virus y células, incluyendo, por ejemplo, células simples y complejas que
presentan la misma funcion bioldgica que el polipéptido codificado por cualquiera de las SEC. ID. n° 1, n° 2 y n° 4. El
término "polinucledtido(s)" también abarca nucleétidos cortos o fragmentos, a menudo denominados
"oligonucledtidos”, que debido a la mutagenia no son 100% idénticos, pero no obstante el codifican la misma
secuencia de aminoacidos.

2. Vectores y células

En una tercera forma de realizacién, la invencién se refiere también a un hospedador, tal como una célula
modificada genéticamente, que comprende el virus recombinante segin la invenciéon y, mas preferentemente, un
hospedador capaz de expresar el polipéptido codificado por el polinucleétido comprendido en dicho virus. Aln mas
preferentemente, la presente invencion se refiere a una célula hospedadora que comprende un vector virico
recombinante tal como se define en la presente memoria a continuacion.

La célula hospedadora puede ser cualquier tipo de célula (una estirpe celular de mamifero temporalmente
transfectada, una célula primaria aislada, o células de insecto, levaduras (Saccharomyces cerevisiae,
Ktuyveromyces lactis, Pichia pastoris), células vegetales, microorganismos, o una bacteria (tal como E. coli). El
depdsito bioldgico siguiente correspondiente a la estirpe celular MEF/3T3.Tet-Off/[prME.WN # h2 que comprende un
vector de expresion que codifica pseudoparticulas de la cepa 1S-98-ST1 del VNO compuestas por glucoproteinas
complejadas de prME se registré en la Collection Nationale des Cultures de Microorganismes (CNCM) con los
numeros de registro 1-3018 el 2 de mayo de 2003.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2394 307 T3

La solicitud da a conocer un vector de clonacién o de expresion que comprende una secuencia polinucleotidica
como se ha definido anteriormente.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "vector" se refiere a un montaje de polinucleétidos disefiado
para la transduccién/transfeccion de uno o mas tipos de células. Los vectores pueden ser, por ejemplo, "vectores de
clonacion”, que estan disefiados para el aislamiento, la propagacién y la replicacion de los nucleétidos insertados,
"vectores de expresion" que estan disefiados para la expresion de una secuencia de nucleétidos en una célula
hospedadora, o un "vector virico", que esta disefiado para producir un virus recombinante o particula pseudovirica, o
"vectores lanzadera”, que comprenden los atributos de mas de un tipo de vector.

Numerosos vectores adecuados para la transfeccion estable de células y bacterias estan disponibles para el publico
(p. €j. plasmidos, adenovirus, baculovirus, levaduras baculovirus, virus de plantas, virus adenoasociados, retrovirus,
virus del herpes simple, alfavirus, lentivirus), asi como procedimientos para construir dichas estirpes celulares. Debe
sobreentenderse que la solicitud describe cualquier tipo de vector que comprende cualquiera de las moléculas de
polinucleétido descrita.

Segun la invencién, el vector es un vector virico recombinante que es un virus recombinante que comprende una
secuencia polinucleotidica como se ha definido anteriormente. El virus recombinante es un virus vivo atenuado o un
virus defectuoso del sarampion. Mas preferentemente, el virus recombinante del sarampion es por ejemplo la cepa
Schwarz del virus del sarampion, que es capaz de expresar un polipéptido tal como se ha definido anteriormente, o
comprende, en su genoma, un polinucledtido como se ha definido anteriormente.

3. Anticuerpos

La solicitud da a conocer anticuerpos purificados que se unen especificamente al polipéptido aislado o purificado
como se ha definido anteriormente o a fragmentos del mismo. Los anticuerpos se pueden preparar por varios
procedimientos que utilizan los polipéptidos descritos anteriormente. Por ejemplo, el antigeno del virus del Nilo
occidental o el del dengue, o fragmentos antigénicos de los mismos, pueden administrarse a un animal a fin de
provocar la produccién de anticuerpos policlonales. Alternativamente, los anticuerpos utilizados como se describe en
la presente memoria pueden ser anticuerpos monoclonales, que se preparan utilizando la tecnologia del hibridoma
(véase, por ejemplo, Hammerling et al., en Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas, Elsevier, NY, 1981).

Como se menciond anteriormente, la solicitud da a conocer anticuerpos que se unen especificamente a un antigeno
del Nilo occidental o un antigeno del virus del dengue o fragmentos de los mismos. En particular, la solicitud
describe anticuerpos "neutralizantes". Por anticuerpos "neutralizantes" se entiende anticuerpos que interfieren con
cualquiera de las actividades bioldgicas de cualquier antigeno del VNO o antigeno del virus del dengue. Cualquier
ensayo estandar conocido por un experto en la técnica puede utilizarse para evaluar anticuerpos neutralizantes en
potencia. Una vez producidos, los anticuerpos monoclonales y policlonales se prueban preferentemente en el
reconocimiento de proteinas especificas del VNO o del virus del dengue por inmunotransferencia Western, analisis
de inmunoprecipitacién o cualquier otro procedimiento adecuado.

Los anticuerpos que reconocen proteinas del VNO o del virus del dengue que expresan células y anticuerpos que
reconocen especificamente proteinas de VNO o del virus del dengue (o fragmentos funcionales de las mismas),
tales como los descritos en la presente memoria, se consideran Utiles para la invencion. Dicho anticuerpo se puede
utilizar en cualquier procedimiento de inmunodeteccién estandar para la deteccién, cuantificaciéon y purificacion de
proteinas del VNO o del virus del dengue. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo
policlonal y puede modificarse para diagndstico. Los anticuerpos pueden utilizarse, por ejemplo, en un
inmunoanalisis para controlar niveles de expresion de proteinas del VNO o del virus del dengue, para determinar la
cantidad de proteinas del virus del Nilo occidental o del virus del dengue o de fragmentos de la misma en una
muestra bioldgica y evaluar la presencia o no de un VNO o de virus del dengue. Ademas, los anticuerpos se pueden
acoplar a compuestos para utilizaciones de diagndstico y/o terapéuticas, tales como particulas de oro, fosfatasa
alcalina, peroxidasa para deteccién por la imagen y terapia. Los anticuerpos también pueden marcarse (p. €j.,
inmunofluorescencia) para una deteccién mas facil.

Con respecto a los anticuerpos descritos en la solicitud, la expresion "se une especificamente a" se refiere a
anticuerpos que se unen con una afinidad relativamente elevada a uno o mas epitopos de una proteina de interés,
pero que no reconocen sustancialmente y se unen a otras moléculas aparte de la(s) de interés. Tal como se utiliza
en la presente memoria, el término "afinidad relativamente alta" significa una afinidad de unién entre el anticuerpo y
la proteina de interés de por lo menos 10° M7, y preferentemente de por lo menos aproximadamente 10" M%, y aln
méas preferentemente 10° M™* a 10'® M™. La determinacién de dicha afinidad se realiza preferentemente en
condiciones estandar de inmunoanalisis de uniébn competitiva, que son de conocimiento comun para un experto en la
técnica. Como se utiliza en la presente memoria, "anticuerpo” y "anticuerpos” incluyen todas las posibilidades
mencionadas en lo sucesivo: anticuerpos o fragmentos de los mismos obtenidos por purificacién, tratamiento
proteolitico o por ingenieria genética, montajes artificiales que comprenden anticuerpos o fragmentos de los mismos
y montajes artificiales disefiados para imitar la unién de anticuerpos o fragmentos de los mismos. Dichos anticuerpos
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se exponen en Colcher et al. (Q. J. Med. Nucl. 1998; 42: 225-241). Incluyen anticuerpos completos, fragmentos
F(ab"),, fragmentos Fab, fragmentos Fv, fragmentos ScFv, otros fragmentos, péptidos RDC y miméticos. Estos
pueden obtenerse facilmente y prepararse por expertos en la técnica. Por ejemplo, la digestion enzimatica se puede
utilizar para obtener fragmentos F(ab'), y Fab sometiendo una molécula de IgG a la escisiéon con pepsina o papaina
respectivamente. Se dan a conocer también anticuerpos recombinantes.

Alternativamente, el anticuerpo descrito puede ser un derivado de anticuerpo. Dicho anticuerpo puede comprender
una region de unién al antigeno ligada o no a una regiéon que no es de inmunoglobulina. La regiéon de unién al
antigeno es un dominio variable de cadena ligera o un dominio variable de cadena pesada del anticuerpo. Por lo
general, el anticuerpo comprende los dominios variables tanto de cadena ligera como de cadena pesada, que
pueden insertarse en los montajes tales como los fragmentos Fv monocatenarios (scFv), los fragmentos de Fv
estabilizados por puentes disulfuro (dsFv), fragmentos scFv poliméricos, diacuerpos, minicuerpos u otras formas
relacionadas (Colcher et al. Q. J. Med. Nucl. 1998; 42: 225-241). Dicho anticuerpo modificado puede ser preferible a
veces, ya que carece de la porcion Fc del anticuerpo natural que puede unirse a varios efectores del sistema
inmunitario y provocar una respuesta inmunitaria cuando se administra a un ser humano o un animal. En efecto, los
anticuerpo modificados normalmente no conducen a la enfermedad por inmunocomplejos y a la activacion del
complemento (reaccién de hipersensibilidad tipo Il1).

Alternativamente, una region sin inmunoglobulina se fusiona a la regidon de unién al antigeno del anticuerpo
descrito. La region sin inmunoglobulina suele ser un resto sin inmunoglobulina y puede ser una enzima, una regién
procedente de una proteina con especificidad de unién conocida, una regién procedente de una toxina de proteina o
de hecho de cualquier proteina expresada por un gen, o una entidad quimica que presenta actividad(es) inhibidoras
o de bloqueo contra las proteinas del VNO o del virus del dengue. Las dos regiones de ese anticuerpo modificado
pueden conectarse por una secuencia enlazadora escindible o permanente.

Preferentemente, el anticuerpo descrito es una inmunoglobulina humana o animal, tal como 1gG1, 19gG2, I1gG3, IgG4,
IgM, IgA, IgE o IgD que lleva regiones variables (hibridas) de rata o ratén o RDC (humanizadas o "animalizadas").
Ademas, el anticuerpo descrito también se puede conjugar con cualquier vehiculo adecuado conocido por los
expertos en la técnica a fin de proporcionar, por ejemplo, una administracion especifica y una retencion prolongada
del anticuerpo, ya sea en un area local especifica o para una aplicaciéon general.

La expresién "anticuerpo humanizado" se refiere a un anticuerpo procedente de un anticuerpo no humano, por lo
general murino, que conserva 0 mantiene sustancialmente las propiedades de unién al antigeno del anticuerpo
paterno pero que es menos inmunégeno en seres humanos. Esto puede conseguirse por varios procedimientos,
incluyendo (a) injertar sélo las RDC no humanas en marco humano y regiones constantes con o sin retencion de los
restos estructurales criticos, o (b) trasplantar los dominios completos de variable no humana, pero "encubriéndoles"
con una seccién similar a la humana mediante la sustitucion de los restos superficiales. Dichos procedimientos son
bien conocidos por los expertos en la técnica.

Como se ha mencionado anteriormente, el anticuerpo descrito es inmunolégicamente especifico para el polipéptido
utilizado en el virus recombinante de la presente invencion y en derivados inmunolégicos del mismo. Como se utiliza
en la presente memoria, el término "derivado inmunoldgico" se refiere a un polipéptido que posee una actividad
inmunolégica que es sustancialmente similar a la actividad inmunolégica del polipéptido entero, y dicha actividad
inmunolégica se refiere a la capacidad de estimular la produccién de anticuerpos inmunolégicamente especificos
para las proteinas VNO o del virus del dengue o derivados de las mismas. La expresién "derivado inmunolégico" por
lo tanto abarca "fragmentos", "segmentos", "variantes" o "analogos" de un polipéptido.
4. Composiciones y vacunas

Los polipéptidos, los polinucledtidos que codifican a los mismos, el virus recombinante del sarampién producido
segun la invencion, se puede utilizar de muchas maneras para el tratamiento o la prevencion del VNO o iel virus del
dengue.

La presente invencion se refiere a una composicién para producir una respuesta inmunitaria 0 una inmunidad
protectora contra un VNO o un virus del dengue. Segln un aspecto relacionado, la presente invencion se refiere a
una vacuna para prevenir y/o tratar una infeccién por VNO o virus del dengue. Como se utiliza en la presente
memoria, el término "tratamiento” se refiere a un proceso mediante el cual los sintomas de una infeccion por VNO o
por un virus del dengue se alivian o eliminan completamente Tal como se utiliza en la presente memoria, el término
"prevencion” se refiere a un proceso por el que se obstruye o se retarda la infecciéon por el VNO o por el virus del
dengue. La composicién o la vacuna de la invencion comprende un virus recombinante del sarampiéon como se ha
definido anteriormente y un vehiculo aceptable.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "un vehiculo aceptable” significa un vehiculo para contener
el virus recombinante del sarampién de la invencion que se puede inyectar en un animal hospedador sin efectos
desfavorables. Los vehiculos adecuados conocidos en la técnica incluyen, pero no se limitan a, particulas de oro,
agua esterilizada, solucién salina, glucosa, dextrosa o soluciones tamponadas. Los vehiculos pueden incluir agentes
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auxiliares que incluyen, pero no se limitan a, diluyentes, estabilizantes (es decir, azlcares y aminoécidos),
conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes, agentes tamponantes del pH, aditivos potenciadores
de la viscosidad, colorantes y similares.

Se pueden afiadir agentes adicionales a la composicién y a la vacuna de la invencion. Por ejemplo, la composicién
de la invencién puede comprender también agentes tales como farmacos, inmunoestimulantes (tales como interferén
a, interferén B, interferon vy, factor estimulante de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF), factor estimulante
de colonias de macréfagos (M- CSF), interleucina 2 (IL2), interleucina 12 (IL12) y oligonucleétidos CpG),
antioxidantes, tensioactivos, agentes aromatizantes, aceites volatiles, agentes tamponantes, dispersantes,
propulsores y conservantes. Para preparar dichas composiciones, pueden utilizarse procedimientos bien conocidos
en la técnica.

La cantidad de virus recombinante del sarampion en las composiciones o en las vacunas de la presente invencion es
preferentemente una cantidad terapéuticamente eficaz. Una cantidad terapéuticamente eficaz del virus recombinante
del sarampidn de la invencion es la cantidad necesaria que permite a la misma llevar a cabo su funcién inmunoldgica
sin causar, demasiados efectos negativos en el hospedador al que se administra la composicién. La cantidad exacta
de virus recombinante del sarampidon que debe utilizarse y la composicién/vacuna administrada variara segun
factores tales como el tipo de afeccién que va a tratarse, el modo de administraciéon, asi como los demas
ingredientes de la composicion.

5. Procedimientos de utilizacién

En una séptima forma de realizacion, la solicitud describe procedimientos para tratar y/o prevenir una enfermedad o
infeccion asociada al VNO o al virus del dengue en un animal. El procedimiento comprende la etapa de administrar
al animal una cantidad eficaz de por lo menos un virus recombinante del sarampion de la invencion.

- un virus recombinante del sarampién de la invencion.

La vacuna, y la composicion de la invenciéon pueden administrarse a un animal por varias vias de administracion. Por
ejemplo, la composicién se puede administrar en forma de preparaciones inyectables estériles, tales como
suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables y estériles. Estas suspensiones pueden formularse segun técnicas
conocidas en la materia utilizando agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspensién adecuados. Las
preparaciones inyectables estériles también pueden ser soluciones o suspensiones inyectables estériles en
diluyentes o disolventes no téxicos parenteralmente aceptables. Estos se pueden administrar por via parenteral, por
ejemplo, por inyeccidon intravenosa, intramuscular o subcutanea, por infusién o por via oral. La vacuna y la
composicion de la invencion también se pueden formular en forma de cremas, pomadas, lociones, geles, gotas,
supositorios, pulverizadores, liquidos o polvos para administracion tépica. También puede administrarse en las vias
respiratorias de un sujeto por medio de un dispensador de aerosol presurizado, un pulverizador nasal, un
nebulizador, un inhalador de dosis medida, un inhalador de polvo seco o una capsula. Las dosis adecuadas variaran,
dependiendo de factores tales como la cantidad de cada uno de los componentes en la composicién, el efecto
deseado (corto o largo plazo), la via de administracion, la edad y el peso del animal que ha de tratarse. Cualesquiera
otros procedimientos bien conocidos en la técnica pueden utilizarse para administrar la vacuna y la composicién de
la invencion.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para producir un virus recombinante para la
preparacion de una vacuna contra el virus del Nilo occidental o una vacuna contra el virus del dengue,
comprendiendo el procedimiento las etapas siguientes:

a) proporcionar una célula hospedadora como se ha definido anteriormente;

b) colocar la célula hospedadora de la etapa a) en condiciones que permiten la replicacion de un virus
recombinante capaz de expresar un polipéptido segun la invencién, y

¢) aislar el virus recombinante producido en la etapa b).

La solicitud describe un ensayo de neutralizacion del virus del Nilo occidental. Por consiguiente, el ensayo
comprende las etapas siguientes:

a) poner en contacto células Vero con el virus del Nilo occidental y un anticuerpo;
b) cultivar dichas células VERO en condiciones que permiten la replicacion del virus del Nilo occidental, y
¢) medir la reduccién de focos de replicacion del virus del Nilo occidental en dichas células VERO.

Ejemplos
La presente invencion se entenderd mas facilimente haciendo referencia a los ejemplos siguientes. Estos ejemplos
son ilustrativos de la amplia gama de aplicacién de la presente invencién y no estan destinados a limitar su

alcance. Aunque pueden utilizarse algunos procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la
presente memoria en la practica para el ensayo de la presente invencién, se describen los procedimientos y

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2394 307 T3

materiales preferidos.
Ejemplo 1: Construccion de virus del sarampion (VP) qu e expresan el VNO y antigenos DEN1

Para poner a prueba su capacidad como vacuna experimental contra la infeccion por el VNO, se construyeron virus
recombinantes del sarampién de Schwarz (VP) que expresan estos antigenos de VNO y DEN-1. Los diferentes
genes se introdujeron en una unidad de transcripcion adicional en el ADNc del VP Schwarz que los inventores
clonaron previamente (pTM-VPSchw) (Solicitud de Patente Europea n° 02291551.6 presentada el 20 de junio de
2002). Después de rescate de los diferentes virus recombinantes del sarampion Schwarz que expresan los genes
VNO y DEN-1, se pondra a prueba su capacidad para proteger a los ratones de una prueba de provocacion letal
intraperitoneal con VNO y a monos de la infeccion por virus del dengue.

Vector VP

La vacunaciéon masiva con vacunas vivas atenuadas ha reducido la incidencia del sarampién y sus complicaciones
drasticamente desde que se introdujo en los afios 60. Por ahora, la vacuna se ha administrado a miles de millones
de personas y es segura y eficaz. Provoca una inmunidad muy eficiente, de por vida a CD4, CD8 y humoral después
de una sola inyeccion de 104 TCID50. Ademas, es facil de producir, econémica, y los medios para administrarla a
todo el mundo ya existen. La seguridad de esta vacuna se debe a varios factores: i) La estabilidad del genoma de
VP que explica que la reversién a la patogenicidad nunca se ha observado. ii) La imposibilidad del genoma de VP
para integrarse en los cromosomas del hospedador ya que la replicacion virica es exclusivamente citoplasmatica. iii)
La produccion de la vacuna sobre fibroblastos primarios de embrién de pollo seguros. Asi pues, VP viva y atenuada
podria proporcionar un vector de vacunacion pediatrica seguro y eficiente.

VP pertenece al género Morbillivirus en la familia Paramyxoviridae. EI VP Edmonston se aislé en 1954 (32), se
atenud en serie en células primarias humanas de rifion y amniéticas, después se adapté a fibroblastos de embrién
de pollo (CEF) para producir semillas de Edmonston Ay B (ver (7, 8) para examen). Edmonston B fue autorizada en
1963 como la primera vacuna contra el VP. Mas atenuaciones de Edmonston A y B en CEF produjeron los virus de
Schwarz y Moraten mas atenuados (33) cuyas secuencias se ha demostrado recientemente que son idénticas (34,
35). Al ser "reactogénica”, la vacuna Edmonston B se abandond en 1975 y se sustituyé por la vacuna de
Schwarz/Moraten. Esta es actualmente la vacuna utilizada mas frecuentemente contra el sarampién (7,8).

En un trabajo anterior, los inventores construyeron un ADNc infeccioso a partir de un lote de vacuna Schwarz
comercial, una vacuna contra el VP ampliamente utilizada (Solicitud de Patente Europea n°® 02291551.6 presentada
el 20 de junio 2002). Los extremos del ADNc se modificaron genéticamente a fin de maximizar el rendimiento de
virus durante el rescate. Un sistema de rescate colaborador a base de células descrito anteriormente fue adaptado
cultivando conjuntamente células transfectadas en fibroblastos primarios de embrion de pollo, las células utilizadas
producen la vacuna Schwarz. Después de dos atenuaciones la secuencia del virus rescatado era idéntica a la del
ADNCc y de la secuencia publicada de Schwarz. Dos unidades de transcripcion adicionales (UTA) se introdujeron en
el ADNc para la clonacion de material genético extrafio. La inmunogenicidad del virus rescatado se estudié en
ratones transgénicos para el receptor de CD46 VP y en macacos. Los valores de anticuerpos en los animales
inoculados con dosis bajas del virus rescatado fueron idénticos a los obtenidos con la vacuna comercial VP de
Schwarz. En cambio, la inmunogenicidad de un clon de VP procedente de la cepa Edmonston anteriormente descrita
fue mucho menor. Este nuevo clon molecular permite la producciéon de vacuna VP sin tener que depender de las
existencias de semillas. Las UTA, permiten la produccion de vacunas recombinantes basadas en una cepa de
vacuna aprobada, eficaz y utilizada en todo el mundo.

Ejemplo 2: Construccion de plasmidos SCHWARZ VP-VNO RECO  MBINANTES
1) Glucoproteina E segregada del VNO

El gen env del VNO que codifica la forma segregada de la proteina se gener6 por RT-PCR por ampliacion de ARN
virico purificado a partir de particulas viricas (cepa 1S-98-ST1 de VNO). La secuencia especifica se ampli6 utilizando
la PfuTurbo ADN polimerasa (Stratagene) y cebadores especificos que contienen secuencias Unicas para la
clonacion posterior en el vector pTM-VPSchw: VP-WNEnNv5 5'-TATCGTACGATGAGAGTTGTGTTTGTCGTGCTA-3'
(SEC. ID. n° 9) (secuencia BsiWI subrayada) y VP-WNEnv3 5-ATAGCGCGCTTAGACAGCCTTCCCAACTGA-3
'(SEC. ID. n° 10) (secuencia BssHIl subrayada). Un codén de inicio y uno de terminacion se afiadieron a ambos
extremos del gen. Toda la secuencia generada es 1380 nucleétidos de longitud (véase la figura 1), incluyendo los
codones de inicio y de terminacién y respeta la "regla de los seis", que establece que el nimero de nucleétidos del
genoma de VP debe ser divisible por 6 (28, 29). La proteina Env generada de este modo contiene su péptido sefial
en el términal N (18 aa) y ninguna regiéon transmembrana. Por lo tanto, representa los aminoacidos 275-732 en
poliproteina VNO vy tiene la secuencia mostrada en la figura 2.

2) preM mas glucoproteinas E del VNO
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El gen VNO que codifica la preM mas glucoproteinas E se generd por ampliacién por PCR del plasmido pVL prM-E.
55.1 (clon CNCM 1-2732 depositado el 15 de octubre de 2001). Este plasmido de expresion codifica las proteinas
pre-M y E del VNO (cepa 1S-98-ST1). La secuencia se amplio utilizando la PfuTurbo ADN polimerasa (Stratagene) y
cebadores especificos que contienen secuencias Unicas para la clonacién posterior en el vector pTM-VPSchw:
VP-WNpreME5 5'-TATCGTACGATGCAAAAGAAAAGAGGAGGAAAG-3' (SEC. ID. n° 11) (secuencia BsiWI
subrayada) y VP-WNpreME3 5-ATAGCGCGCTTAAGCGTGCACGTTCACGGAG-3' (SEC. ID. n° 12) (secuencia
BssHII subrayada). Un codén de inicio y uno de terminacion se afiadieron a ambos extremos del gen. Toda la
secuencia generada es de 2076 nucleétidos de longitud (véase la figura 3), incluyendo los codones de inicio y de
terminacion y respeta la "regla del seis" del VP. En este montaje, la parte del terminal C de la proteina C sirve como
una sefial de transposicion de prM. Ambas glucoproteinas viricas preM y E son glucoproteinas transmembranarias
tipo 1. Se supone que el VNO env Prem-E que expresan VP produciran y liberaran formas multiméricas de
heterodimeros de Prem-E que presentan gran potencial inmundégeno. EI montaje representa los aminoacidos 302-
789 en la poliproteina del VNO y tiene la secuencia mostrada en la figura 4.

3. Proteina preM-E del virus del dengue de tipo 1

El gen del virus del dengue que codifica las glucoproteinas preM mas E se generd por ampliacion por PCR del
plasmido pVL pIND/[prM+E] (clon 2) (COURAGEOT, M.P., et al. 2000, A-glucosidasa inhibitors reduce dengue virus
production by afecting the initial steps of virion morphogenesis in the endoplasmic reticulum. Journal of Virology
74:564-572). Este plasmido codifica las glucoproteinas pre-M y E del virus DEN-1 (cepa FGA/89). La secuencia se
amplié utilizando la PfuTurbo ADN polimerasa (Stratagene) y cebadores especificos que contienen secuencias
Unicas para la clonacion posterior  en el vector pTM-VPSchw: VP-DEN1preME5 5'-
TATCGTACGATGAACAGGAGGAAAAGATCCGTG-3' (SEC. ID. n° 15) (secuencia BsiWl subrayada) y VP-
DEN1preME3 5-ATAGCGCGCTTAAACCATGACTCCTAGGTACAG-3' (SEC. ID. n° 16) (secuencia BssHII
subrayada). Un coddn de inicio y de terminacién se afiadieron a ambos extremos del gen. Toda la secuencia
generada es 2040 nucleétidos de longitud (ver figura 5), incluyendo los codones de inicio y de terminacion y respeta
la "regla de los seis" del VP. En este montaje, la parte del terminal C de la proteina C sirve como una sefal de
transposicién de preM. Tanto glucoproteinas viricas preM como E son glucoproteinas transmembranarias tipo I. Se
supone que DEN-1 env que expresa VP producira y liberara formas poliméricas de heterodimeros Prem-E que
presentan gran potencial inmundégeno. El montaje representa los aminoacidos 95-773 en la poliproteina DEN-1 y
tiene la secuencia mostrada en la figura 6.

Los mismos inmundgenos se pueden preparar de la misma manera a partir de los serotipos DEN-2, DEN 3 y DEN-
4,

4) Insercion en el vector Schwarz del VP

Las secuencias nucleotidicas VNO y DEN-1 diferente se clonaron en el plasmido pCR2.1-TOPO (Invitrogen) y se
secuenciaron para comprobar que no se introdujeron mutaciones. Después de digestion de los plasmidos pCR2.1-
TOPO con BsiWI/BssHII, los fragmentos de ADN se clonaron en el vector pTM-VPSchw en posicion 2 de la UTA
dando los plasmidos: pTM-VPSchw-EnvWNYV, pTM-VPSchw-preMEwnv y pTM-VPSchw-preMEDEN-1 segun la
figura 7.

Ejemplo 3: Recuperacion de virus VPSCHW-ENVWNV, VPSCHW-PREMEWNV y  VPSCHW-
NS1WNV recombinantes

Para recuperar virus recombinantes de Schwarz A partir de los plasmidos, se utilizé el sistema de rescate basado en
linfocitoS T cooperadores descrito por Radecke et al. (11) y modificado por Parks et al. (30). Linfocitos T
colaboradores humanos que expresan de manera estable la T7 ARN polimerasa y las proteinas N y P del sarampién
(células 293-3-46, donacion gentil de M.A. Billeter) se transfectaron utilizando el procedimiento de fosfato de calcio
con los plasmidos pTM-VPSchw-EnvWNV, pTM-VPSchw-preMEwnv (5 pg) y un plasmido que expresa el gen L de la
VP polimerasa (pEMC-La, 20 ng, donacién gentil de M.A. Billeter). Después de la incubaciéon durante la noche a
37T, el medio de transfeccion se reemplazé por medio reciente y se aplicé un choque térmico (43°C durante dos
horas) (30). Después de dos dias de incubacion a 37°C, las células transfectadas se transfirieron sobre una capa de
células CEF y se incubaron a 32°C para evitar cualquier adaptacién de la vacuna Schwarz que se seleccion6
originalmente en células CEF y se cultiva actualmente en estas células por consideraciones de seguridad. El virus
infeccioso se recupero faciimente entre 3 y 7 dias después del cultivo conjunto. Aparecieron sincitios ocasionalmente
en CEF, pero no de forma sistematica. Los virus recombinantes se rescataron también mediante la misma técnica
después del cultivo conjunto de células auxiliares transfectadas 293-3-46 a 37°C con células Vero de primate (rifién
de mono verde africano). En este caso, aparecieron sistematicamente sincitios en todas las transfecciones después
de 2 dias de cultivo conjunto. A fin de aumentar el rendimiento de rescate y debido a que estos virus recombinantes
se utilizaran en experimentos con ratones, se utilizaron células Vero como células diana en lugar de fibroblastos de
embrion de pollo (CEF) (Solicitud de Patente Europea n° 02291551.6 presentada el 20 de junio de 2002). Los virus
recombinantes se atenuaron dos veces en células Vero. Los inventores han demostrado previamente que dos
atenuaciones del virus Schwarz en células Vero no cambiaron sus capacidades inmundgenas en macacos (Solicitud
de Patente Europea n° 02291551.6 presentada el 20 de junio de 2002).
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Se prepararon virus recombinantes como se ha descrito anteriormente y la expresion del transgén en células
infectadas se comprob6 por inmunofluorescencia. Para detectar la expresiéon de glucoproteinas de la envoltura del
VNO, se utilizaron antisueros de ratones resistentes a la infeccién del VNO (solicitud de patente internacional WO
02/081741).

Ejemplo 4: Vacunacion contra el virus del Nilo occide ntal

La enfermedad del Nilo occidental ha aparecido recientemente como una importante infeccion por flavivirus
transmitido por mosquitos con numerosos casos mortales de encefalitis humana, por lo que urge desarrollar una
vacuna segura y eficaz. La vacuna contra el virus del sarampion (VP), un virus vivo con ARN atenuado, es una de la
vacunas humanas mas seguras y eficaces desarrollada hasta ahora. La cepa de la vacuna Schwarz de VP se puede
utilizar como un vector para inmunizar contra heterélogo virico, con lo que se ofrece una novedosa y atractiva
estrategia de vacunacion contra el virus del Nilo occidental (VNO). Los autores evaluaron la eficacia de un vector
procedente de la vacuna contra el sarampion Schwarz que expresa la forma segregada de la glucoproteina E de la
envoltura del VNO en un modelo de ratén. La vacunacién induce grandes valores de anticuerpos neutralizantes
especificos anti VNO y proteccion de una prueba de provocacién letal del VNO. La administraciéon pasiva con
antisueros de ratones inmunizados también proporciond proteccion, incluso después del prueba de provocacién con
dosis elevadas de VNO. El ejemplo 4 es el primer informe de que un virus recombinante, vivo y atenuado de
sarampion proporciona inmunidad protectora eficaz contra una enfermedad virico heterdloga. La induccién de
inmunidad protectora demuestra que VP vivo atenuado que expresa la forma segregada de la glucoproteina E es
una vacuna eficaz contra la enfermedad del Nilo occidental.

Materiales y procedimientos

Células y virus. Células Vero-NK (rifiébn de mono verde africano) se mantuvieron en DMEM Glutamax (Invitrogen)
enriquecido con suero fetal bovino (FBS) inactivado térmicamente al 5%. Las células 293-3-46 colaboradoras
utilizadas para el rescate virico (11) (donacién gentil de M. Billeter, Universidad de Zurich) se cultivaron en
DMEM/FBS al10% y enriquecido con 1,2 mg de G 418 por ml. La cepa ES-98-ST1 del VNO (ndmero de entrada en
GenBank AF 481864) se propagé en monocapas de células AP61 de mosquito Aedes pseudoscutellaris (13). La
purificaciéon en gradientes de sacarosa, y la valoracion del virus en células AP61 por ensayo de inmunodeteccién del
foco (FIA) se realizaron como se ha descrito anteriormente (13, 27).

Antisueros de ratén contra el VNO. Liquido ascitico de ratén hiperinmune (por sus siglas en inglés, HMAF) contra el
VNO se obtuvo por inmunizacién repetida de ratones adultos con la cepa SE-98-ST1 del VNO seguido de
inoculacion de sarcoma 180. Se obtuvieron anticuerpos contra el VNO policlonales de ratdon por inmunizacion de
ratones BALB/c-MBT adultos congénicos con 10° FFU de 1S-98-ST1 como se ha descrito anteriormente (13). Se
recogio antisuero con VNO un mes después de la sensibilizacion.

Construccion del plasmido PTM-VPSchw-sEwny. El plasmido pTM-VPSchw que contiene un ADNc de VP infeccioso
correspondiente al anti-genoma de la cepa de vacuna contra el VP Schwarz/Moraten ampliamente utilizada se ha
informado en otras partes (10). Se introdujeron mas unidades de transcripcion en el genoma virico para convertirlo
en un vector de expresion de proteinas extrafias. Para construir pTM-VPSchw-sEWNV, ARN gendémico del VNO se
extrajo de viriones 1S-98-ST1 muy purificados y se transcribi6 a la inversa utilizando el kit Titan One-Step RT-PCR
(Roche Molecular Biochemicals) segun las instrucciones del fabricante. Un fragmento de RT-PCR que codifica la
sefial E de transposicion interna (prM-151 a prM-166) seguido por el ectodominio y la regién troncal de la proteina E
(E-1 a E-441) se genero utilizando el cebador en 5' VP-WNENvV5 5'-
TATCGTACGATGAGAGTTGTGTTTGTCGTGCTA-3' (SEC. ID. n°® 9) que contiene una secuencia de restriccion
BsiWI (subrayada) y el cebador en 3' VP-WNEnv3 5'-
ATAGCGCGCTTAGACAGCCTTCCCAACTGA-3 '(SEC. ID. n° 10) que contiene una secuencia de restriccion BssHII
(subrayada). Un codon de inicio y uno de terminacion se afiadieron a ambos extremos del gen. La secuencia respeta
la «regla de los seis», que estipula que el nimero de nucledtidos del genoma de VP debe ser multiplo de 6 (28,
29). El producto de PCR se inserta directamente en el plasmido pCR2.1-TOPO (kit de clonacion TOPO TA,
Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante para dar TOPO-sEwny. Un fragmento de 1,4-kb que contiene la
proteina truncada E con secuencia sefial de transposicion se escindié del TOPO-sEwny utilizando BsiWl y BssHIl y a
continuacioén se inserté6 en pTM-VPSchw-UTA2 digerido con BsiWI/BssHII que contiene la unidad de transcripcion
adicional (UTA) entre los genes P y M del genoma del VP de Schwarz (10, 11). El plasmido resultante se disefié
pTM-VPSchw-sEWNV (denominado pTM-VPSchw-EnvWVN en los ejemplos anteriores). Todas los montajes se
verificaron por secuenciacién automatizada.

Rescate de virus VPSchw-sEwny recombinante a partir del ADNc clonado. El rescate del VP de Schwarz
recombinante a partir del plasmido pTM-VPSchw-sEwny se realizé utilizando el sistema de rescate a base de
linfocitos T colaboradores descrito por Radecke et al. (11) y modificado por Parks et al. (30). En resumen, T7 ARN
polimerasa que expresan de manera estable linfocitos T cooperadores humanos y proteinas N y P del sarampion
(células 293-3-46, donacién gentil de M.A. Billeter, Universidad de Zurich) se transfectaron con 5 ug de pTM-
VPSchw-sEwny ¥ 0,02 pug de pEMC-La que expresa el gen L de la VP polimerasa (donacion gentil de M.A. Billeter)
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utilizando el procedimiento del fosfato de calcio. Después de la incubacion toda la noche a 37°C, se aplicé un
choque térmico durante 2 horas a 43°C. Después de dos dias de incubacién a 37°C, las células transfectadas se
transfirieron sobre una monocapa de células Vero. Las células Vero se utilizaron como células diana en lugar de los
fibroblastos de embrién de pollo (por sus siglas en inglés, CEF) habituales a fin de aumentar el rendimiento de virus
rescatado. Los inventores han demostrado previamente que dos atenuaciones del virus de Schwarz en células Vero
no cambiaban su inmunogenicidad en primates (10). Los sincitios que aparecieron después de 2 a 3 dias de cultivo
conjunto se transflrleron a pocillos de 35 mm de células Vero, a continuacion se expandieron en matraces de 75y, a
continuacién 150 cm? en DMEM/FBS al 5%. Cuando los sincitios alcanzaron 80 a 90% de confluencia (generalmente
36 a 48 h después de la infeccidn), se rasparon las células en un pequefio volumen de OptiMEM (Invitrogen) y se
congelaron y descongelaron una vez. Después de centrifugacion a baja velocidad para sedimentar los restos
celulares, el sobrenadante, que contenia virus, se almacené a -80°C. Los valores de VPSchw-sEwny se determind
por un ensayo de dilucion de limite del punto final en células Vero. Se calcularon las dosis infecciosas en el cultivo
tisular al 50% (TCIDso) utilizando el procedimiento de Kérber.

Ensayo de radioinmunoprecipitacion. Se privo de alimento a las células Vero durante 1 h con DMEM sin metionina y
cisteina (ICN Biomedicals) y se marcaron 3 h con 250 uCi/ml de marcador Tran**s (ICN Biomedicals). Las células se
lisaron con tampdn RIPA (TrisCl 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, SDS al 0,1%, desoxicolato al 0,5%,
Triton X-100 al 1%) enriquecido con una mezcla de inhibidores de proteasa. El ensayo RIP se realiz6 como se ha
descrito anteriormente (31). Las muestras se analizaron por SDS-15% PAGE en condiciones reductoras.

Experimentos con ratones. Se produjeron ratones CD46-IFNAR como se ha descrito anteriormente (10). Se
adquirieron ratones BALB/c adultos en Janvier Laboratories (Le Genest St. Isle, Francia). Los ratones se alojaron en
condiciones espeC|f|cas sm patégenos en el Instituto Pasteur. A 5 ratones CD46-IFNAR de 6 semanas se les inoculd
por via ip con 10* 6 10° TCIDso de VP. Se realizo la prueba de provocaciéon aguda con VNO por inoculacion
intraperitoneal de la cepa 1S-98-ST1 de VNO neurovirulento (ipLDso = 10) en tampén de solucién salina de fosfato
modificado por Dulbecco (por sus siglas en inglés, DPBS) enriquecido con 0,2% de albumina de suero bovino (ASB),
pH 7,5 (Sigma Chemical Co.). Se hizo un seguimiento diario a los animales para detectar signos de morbilidad y
mortalidad. Todos los experimentos se aprueban y se realizard de conformidad con las directrices de la Office
Laboratory Animal Care en el Instituto Pasteur.

Prueba de vacunacién contra WN con refuerzo antigénico. Se vacunaron adultos ratones CD46™ IFN- cx/BR durante
un periodo de cuatro semanas con el virus VP-WN sE a una dosis de 10* DCIP50 (que es una dosis recomendada
para seres humanos) y se proporcion6 un refuerzo antigénico mediante pseudoparticulas purificadas de VNO que se
habian sido segregadas por las células MEF/3T3.Tet-Off WN prME # h2.

Respuesta humoral. Para evaluar la respuesta de anticuerpos especificos en el suero, se extrajo sangre de los
ratones por via periorbital en diferentes momentos después de la inoculacién. La detecciéon de anticuerpos anti-VP
se realiz6 por ELISA (Trinity Biotech, USA) como se ha descrito anteriormente (10). Se utilizd un conjugado
anticuerpo-anti-HRP de raton (Amersham) como anticuerpo secundario. El valor del punto final se calculé6 como el
reciproco de la dltima dilucion que da un valor positivo de densidad éptica. La presencia de anticuerpos contra el
VNO se evalud por ELISA como se describié anteriormente (13). En resumen, las placas de microvaloracion se
recubrieron con 106 FFU de la cepa 1S-98-ST1 del VNO muy purificada y después se incubaron con diluciones de
sueros de ratén. Un suero de prueba se consideraba positivo si su densidad 6ptica era el doble de la densidad éptica
de los sueros de los ratones de referencia inmunizados.

Ensayo de neutralizacion. Se detectaron anticuerpos neutralizantes contra el VNO mediante una prueba FRNT. Los
sueros de cada grupo de ratones se agruparon y se |nact|varon térmicamente a 56°C durante 30 min. Las células
Vero se sembraron en placas de 12 pocillos (1,5 x 10° células/pocillo) durante 24 h. Las muestras de suero de raton
se diluyeron en serie en MEM Glutamax/FBS al 2%. Las diluciones (0,1 ml) se incubaron a 37°C durante 2 h y con
agitacion suave con un volumen igual de la cepa VNO ES-98-ST1 que contiene ~ 100 FFU. La Infectividad restante
se ensay0 a continuacién en monocapa de células Vero superpuesta con Glutamax MEM/FBS al 2% que contiene
0,8% (p/v) carboximetilcelulosa (BDH). Después de 2 dias de incubacién a 37°C con 5% de CO,, se realizé FIA con
HMAF contra el VNO como se ha descrito anteriormente (27). La mayor dilucion en el suero probada que reducia el
namero de FFU por lo menos el 90% (FRNTgo) se consideré como el valor de punto final.

Transferencia pasiva de antisueros. Se transfirieron antisueros mezclados a ratones BALB/c hembra de 6 semanas
por via intraperitoneal. Los ratones recibieron una inyeccion de 0,1 ml de diluciones en serie de muestras mezcladas
de suero en DPBS/ASB al 0,2% un dia antes de la inoculacién del VNO. Los ratones expuestos a la prueba de
provocacion se observaron durante mas de 3 semanas.

Exposicion de los resultados

Desde su introduccion en los Estados Unidos en 1999, la infeccion por el virus del Nilo occidental (VNO) ha sido
reconocida como una de las mas graves enfermedades transmitidas por mosquitos en el hemisferio occidental, que
produce la enfermedad neuroldgica grave (meningoencefalitis y sindrome de tipo poliomielitico) en seres
humanos. (3). En los ultimos 4 afios, el VNO se habia extendido por América del Norte, América Central y el Caribe
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(1, 2). Se supone que llegara a Sudamérica en los proximos afios. Desde 2002, los brotes en EE.UU. se
caracterizaron por un aumento aparente en la gravedad de la enfermedad humana con 13.000 casos y 500
muertes. Aunque predomina la transmision del VNO por mosquitos, el VNO se transmite también por transfusion
sanguinea, donaciones de 6rganos y a través de de la placenta al feto (3). La prevencién de la encefalitis del Nilo
occidental es una nueva prioridad de la salud publica y es imprescindible desarrollar una vacuna (3, 4, 5). Hasta
ahora no se ha aprobado ninguna vacuna para uso humano.

Debido a que el VNO puede transmitirse a través de las especies, existe una necesidad urgente de desarrollar
estrategias de prevencion para los seres humanos. Un enfoque racional consistiria en otorgar una inmunidad a largo
plazo en grandes grupos de personas, y en reforzar esta inmunidad en caso de brotes de VNO. La vacuna contra el
virus del sarampién (VP) se puede utilizar actualmente como vector para inmunizar contra enfermedades viricas
heterdlogas, lo que ofrece una novedosa y atractiva estrategia de vacunacion contra el VNO. Recientemente se ha
probado este vector contra la infeccién por VIH (6). La vacuna contra el VP, un virus vivo atenuado con ARN, es una
de las vacunas humanas mas segura y mas eficaz desarrollada hasta ahora. Provoca una inmunidad muy eficaz, de
larga duracion después de una sola o dos inyecciones (7, 8). El genoma del VP es muy estable y nunca se ha
observado reversion de las cepas de la vacuna a la patogenicidad. La cepa Schwarz del VP se utiliza en dos
vacunas contra el sarampion ampliamente utilizadas, Attenuavax (Merck and Co. Inc., West Point, EE.UU.) y Rouvax
(Aventis Pasteur, Marcy I'Etoile, Francia), y en las vacunas mixtas triple viricas (MMR) (9). Recientemente se ha
generado un ADNCc infeccioso de esta cepa (10) y se introdujeron unidades de transcripcién adicionales (UTA) en
éste para la clonacion de genes extrafios, basado en el trabajo de Radecke et al. (11). La vacuna rescatada del clon
molecular era tan inmundgena como la vacuna parental en primates y ratones sensibles a la infeccién por VP. Por lo
tanto, esta vacuna contra el VP aprobada y ampliamente utilizada se puede utilizar como vector para inmunizar
individuos simultaneamente contra el sarampion y otras enfermedades infecciosas.

El VNO es un virus de ARN monocatenario de la familia Flaviviridae, género Flavivirus, dentro del complejo
antigénico de la encefalitis japonesa (2, 3). El virion estd compuesto por tres proteinas estructurales, denominadas C
(proteina del nucleo), M (proteina de la membrana) y E (proteina de la envoltura). La proteina E, que esta expuesta
en la superficie del virién, es responsable de la fijacion del virus y de la fusion de la membrana especifica para el
virus. Debido a que la glucoproteina E puede servir potencialmente como inmundgeno protector principal de una
vacuna VNO (12), los inventores introdujeron el ADNc del VNO que codifica la glucoproteina E truncada en el
terminal carboxilo que carece de la region transmembrana de anclaje (restos E-1 a E-441, denominados en lo
sucesivo sEwny) de la cepa 1S-98-ST1 (13) en el ADNc infeccioso de la vacuna VP Schwarz (10) (Fig. 8A). La cepa
I1S-98-ST1 del VNO tiene las mismas propiedades neuropatolégicas que la nueva variante denominada Isr98/NY99
que ha sido responsable de los brotes recientes del VNO en América del Norte y Oriente Medio (13). La secuencia
del VNO se introdujo en una UTA situada entre los genes de la fosfoproteina (P) y matriz (M) en el genoma del
VP. El virus VPscw-SEwny recombinante se produjo después de la transfeccion del plasmido correspondiente en
linfocitos T colaboradores humanos que permite el rescate de paramixovirus de ARN de cadena negativa (11),
después de la propagacion en cultivos de células Vero. El crecimiento de VPschw-SEwny €n células Vero estaba sélo
ligeramente retrasado en comparacion con el de Schwarz VP normal (VPschw) (Fig. 8B). Después de 60 h de
infeccion, el rendimiento de VPschw-SEwny €ra comparable al de VPschw. La expresion de sEwny en células Vero
infectadas con VPschw-SEwny Se demostré por ensayos de inmunofluorescencia y radioinmunoprecipitacion (RIP)
(Fig. 8C, D). A las 40 h después de la infeccion, la superficie celular de los sincitios inducidos por VPschw-SEwny €ra
claramente visualizado por el antisuero contra el VNO, lo que indica que sEwnv Se transporta a lo largo de los
compartimentos de la ruta secretora (Fig. 8C). El analisis RIP puso de manifiesto que los anticuerpos contra el VNO
reconocieron que sEwny migraba mas rapido que la glucoproteina E auténtica (Fig. 8D). Curiosamente, se detecto
sEwnv en los sobrenadantes de células Vero infectadas con VPschw-SEwny @ las 40 h después de la infeccion (Fig.
8D, panel Sobrenadantes / VPscw-SEwny, banda a-VNO). Asi pues, VPscw-SEwny €xpresa una glucoproteina E
recombinante que se segrega de manera eficiente. Las inmunotransferencias confirmaron que sEwny acumulado en
el medio de cultivo de células Vero infectadas con VPschw-SEwny (datos no mostrados).

Ratones modificados genéticamente que expresan el receptor humano CD46 del VP y que carecen de receptor del
interferén a/p (6, 14) (CD46+/' IFN-a/B R”, abreviado CD46-IFNAR) que son sensibles a la VP (14) se utilizaron para
evaluar la respuesta inmunitaria inducida por VPschw-SEwnv. EStos ratones carentes de respuesta de IFN-a/f
aumentan las respuestas inmunitarias celulares y humorales similares a las de los ratones idéneos (6, 10, 15, 16). A
dos grupos de seis ratones CD46-IFNAR se les inoculé por via intraperitoneal (ip), con 10* 0 10° dosis infecciosas de
cultivo tisular (TCIDso) de VPschw-SEwny. A cada grupo se le administré dosis de refuerzo utilizando la misma dosis 1
mes después de la primera inmunizaciéon. Como referencia, los ratones CD46-IFNAR se inmunizaron con 10° TCIDso
de VPschw "vacio". Un mes después de la primera inmunizacién, se detectaron anticuerpos anti-VP especificos en
los antisueros de ratones inoculados con VPschw 0 VPschw-SEwny (Tabla 1). Los ratones que recibieron cualquiera de
las dosis de VPscw-SEwny presentaban anticuerpos especificos contra el VNO en una dilucion de 1:3000. Un mes
después del refuerzo, los valores de anticuerpos contra el VNO habian alcanzado 1:30.000 a 1:200.000 (Tabla 1) y
eran muy reactivos con la glucoproteina E del VNO (Fig. 9). No se detectaron anticuerpos contra el VNO en los
sueros de los ratones de referencia (Tabla 1 y Fig. 9.). Estos resultados demuestran que una inyecciéon de VPschw-
sEwnv produce anticuerpos contra el VNO, y que el refuerzo un mes después de la sensibilizacién aumenta sus
valores de 10 a 60 veces.
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Se midié la actividad neutralizante contra el VNO en antisueros con VPschw-SEwnv utilizando un ensayo de reduccién
del foco (FRNTgo) (Tabla 1). Como referencia positiva, el antisuero con VNO de BALB/c inmunizados-MBT ratones
congénicos (13) dio un titulo FRNT90 de 50. El antisuero de los ratones CD46-IFNAR inoculados con VP3chW 'vacio"
no tenia actividad neutralizante detectable. Ratones CD46-IFNAR inmunizados que recibieron 10* 6 10° TCIDso de
VPschw-SEwny aumentaron los anticuerpos neutralizantes con valores similares de FRNTy y las dosis de refuerzo
aumentaron sus valores de 10 a 200-300. Estos datos demuestran que los ratones inoculados dos veces con la VP
recombinante viva atenuada que codifica la forma segregada de la glucoproteina E de 1S-98-ST1 tenian niveles
elevados de anticuerpos contra el VNO con actividad neutralizante, independientemente de la dosis inyectada.

Debido a que la inmunidad mediada por anticuerpos puede ser critica para proteger contra la infeccion por VNO (17,
18), los inventores examinaron si la transferencia pasiva de sueros de ratones inmunizados con VPschw-SEwny puede
proteger a ratones BALB/c adultos de la infeccion por VNO (Tabla 2). Grupos de seis ratones BALB/c de 6 semanas
recibieron por via ip diversas cantidades de antisueros mezclados de ratones CD46-IFNAR inmunizados con VPschw-
sEwnv extraidos un mes después de la sensibilizacion o el refuerzo. Un dia después, los ratones se sometieron a la
prueba de provocacion con 10 veces el 50% de la dosis letal (LD50) por via ip de la cepa ES-98-ST1 del VNO (13,
19). Como referencia positiva, los ratones BALB/c que recibieron como mucho 2 ul de antisuero con VNO se
protegieron de la prueba de provocacion (Tabla 2). Por el contrario, todos los ratones que recibieron 2 ul de suero no
inmune de ratén o de suero de ratones inmunizados con VPschw "vacio” murieron en 11 a 12 dias. Se observo
inmunidad pasiva protectora en todos los ratones BALB/c después de la transferencia de 2 ul de mezcla de sueros
de ratones CD46-IFNAR inmunizados una vez con 10° TCIDsp de VPschw-SEwny. Tan poco como 1 pl de este
antisuero pI’OdUJO 66% de proteccion. La transferencia pasiva de los sueros extraidos un mes después de una sola
inmunizacion con 10* TCIDso produjo una tasa de supervivencia del 50%. Sorprendentemente, la administracion de 1
ul de antisueros con VPschw-SEwny extraidos 1 mes despues de la proteccion al 100% |ndUC|da por dosis de
refuerzo. Estos resultados indican que una sola inyeccion de 10° TCIDso 0 dos i inyecciones de 10* TCIDso de VPschw-
sEwnv provoco una respuesta humoral protectora. Debido a que la cantldad de flavivirus inoculados durante la
alimentacién de los mosquito es probablemente del orden de 10% a 10* de particulas de virus mfecuosas 1), se
evalué la capacidad de los antisueros con VPSchw-sEwny para proteger contra una gama de 10% a 10° unidades
formadoras de foco (FFU) de la cepa 1S-98-ST1 del VNO. Grupos de seis ratones BALB/c se |nmun|zaron
pasivamente con 2 ul de antisueros mezclados extraidos de ratones CD46-IFNAR inoculados dos veces con 10*
TCIDso de VPschw-SEwny (Tabla 2). Se observaron tasas de supervivencia de 85-100% en ratones que habian
recibido el antisuero con VPschw-SEwny, independientemente de las dosis letales de 1S-98-ST1 (10 a 10.000 ip
LDso). Estos datos son cohentes con el hallazgo de que la respuesta humoral desempefia un papel fundamental en
la proteccion contra la infeccion por VNO.

Los ratones que son completamente resistentes al tratamiento con IFN-a/f son altamente sensibles a los flavivirus
encefaliticos (19, 20). En efecto, los inventores demostraron previamente que la infeccion por VNO de ratones
CD46-IFNAR fue letal a los 3 dias en lugar de 11 dias en ratones idoneos (19). Para evaluar si la inmunidad inducida
por VPschw-sEwny podria proteger a estos animales en peligro de infeccion por el VNO, tres ratones CD46-IFNAR del
grupo que habia recibido dos inyecciones de VPschw-SEwny (10 TCIDso), se inocularon por via ip con 100 FFU de IS-
98-ST1 un mes después de las dosis de refuerzo. Los ratones inoculados con VPschw "vacio” se utilizaron como
referencias. Los ratones que habian recibido VPschw-SEwny Sobrevivieron a la prueba de provocacion con VNO
mientras que los ratones de referencia murieron a los 3 dias. Se extrajo sangre a los ratones inmunizados con
VPschw-SEwny 3 semanas después de la prueba de provocacion. La respuesta a los anticuerpos FRNTgo (valor ~ 100)
era comparable a la respuesta previa a la prueba de provocacioén. En particular, los antisueros después de la prueba
de provocacion no reaccionan con las proteinas no estructurales del VNO tales como NS3 y NS5, como se muestra
por el ensayo RIP (Flg 9, panel VPschw-SEwny, banda 10° TCIDso, dia 20, pc), lo que sugiere que no se produjo
ninguna replicacion virica después del prueba de provocacion con el VNO. Estos datos demuestran que la
inmunizacion con VPscw-SEwny previno la infeccion con VNO en animales muy sensibles.

El presente ejemplo muestra por primera vez que un vector de sarampion de virus vivos atenuados procedente de la
vacuna VP Schwarz puede producir una inmunidad protectora contra un patégeno letal heterélogo. Estos datos
constituyen también la prueba de concepto de que una vacuna Schwarz contra el sarampién con virus vivos
atenuados modificada genéticamente para expresar la forma segregada de la glucoproteina E del VNO puede
utilizarse como vacuna para prevenir la enfermedad del Nilo occidental en personas. El vector de vacuna de VP
ofrece varias ventajas sobre otros vectores viricos existentes. La vacuna VP de Schwarz se ha utilizado en miles de
millones de personas desde los afios sesenta y ha demostrado ser segura y eficaz. Se produce facilmente a gran
escala en la mayoria de los paises y puede distribuirse a bajo coste. El genoma de VP es muy estable y nunca se ha
observado la reversién a la patogenicidad (8). Ademas, la VP se replica exclusivamente en el citoplasma,
descartando la posibilidad de integracion en el ADN del hospedador. Se ha demostrado que el vector de VP expresa
varios genes, o combinaciones de genes, de gran tamafio durante mas de doce atenuaciones (6, 16, 21, 22, 23,
24). Esta estabilidad se debe probablemente al hecho de que hay pocas restricciones sobre el tamafio del genoma
para los virus pleomérficas con una nucleocapside helicoidal. A diferencia de los vectores viricos hibridos, el vector
de VP recombinante es una VP auténtica que expresa un gen adicional. Esto reduce enormemente el riesgo de
cambiar el tropismo y la patogenicidad de la vacuna original. Reduce también el riesgo de recombinacién.
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La vacuna recombinante contra VP-VNO segun una forma de realizacion preferida de la presente invencién es un
prometedor vector vivo atenuado para inmunizar multitud de nifios y adolescentes tanto contra las enfermedades de
sarampion como del Nilo occidental. Aunque la existencia de una inmunidad contra la VP en casi toda la poblacién
adulta humana parece restringir su utilizacion a los lactantes, objetivo ya meritorio, estudios recientes demostraron
gue la revacunacion ya de nifios inmunizados produce un aumento de los anticuerpos contra la VP (25, 26). Estos y
otros estudios (Ann Arvin) demostraron que la presencia de pre-inmunidad pasiva de la VP (anticuerpos maternos)
no elude la replicacién de la VP atenuada después de una segunda inyeccion. Esto abre la posibilidad de utilizar el
vector derivado de VP con virus vivos atenuados para inmunizar a los adultos. En efecto, los inventores informaron
que un virus VP-VIH recombinante produjo anticuerpos anti-VIH neutralizantes en ratones y macacos, incluso en
presencia de inmunidad anti-VP preexistente (6). Debido a la transmisién entre especies, se teme que el VNO se
convierte en una zoonosis recurrente con repetidos brotes estacionales en los seres humanos. Los inventores
proponen que VPscw-SEwny podria utilizarse para provocar inmunidad de la memoria a largo plazo en grupos
grandes de nifios y adultos, y para aumentar esta inmunidad en caso de brote de enfermedad del Nilo occidental.
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TABLA 1. Respuesta de anticuerpos de ratones CD46-IFNAR a la inoculacidn intraperitoneal de VPschw-SEwny

Virus inmunizante Valor de Ab Valor de Ab FRNTgyo
especifico para VP * especifico para WN * especifico para WN °

VNO*! (10° FFU) Nucleétido 10.000 50

VPschw 2 (10° TCIDs0) 30.000 <10 <10

VPschw-SEwny? (10* TCIDso) 15.000 3.000 10

VPschw-SEwny? (10° TCIDso) 25.000 3.000 10

2XVPschw-SEwny® (10* 90.000 30.000 200

TCIDso) 140.000 200.000 300

2XVPschu-SEwny® (106

TCIDso)

'Ratones BALB/c-MBT congénicos se inocularon por via i.p. con la cepa 1S-98-ST1 del VNO.
“El virus se administré por via i.p. a ratones CD46-IFNAR.

®El virus se administré por via i.p. dos veces a intervalos de 1 mes.

“Determinado por ELISA en sueros mezclados inactivados térmicamente.

°La mayor dilucion en el suero que redujo el nimero de FFU de la VNO por lo menos en el 90%. NT: no
determinado

TABLA 2. Capacidad protectora del antisuero con VPschw-SEwny

Material utilizado para|Volumen de sueros VNO? Proteccion M.D.O0.D.2
inmunizacion transferidos® (al) (FFU) (n° supervivientes/ (dias +S.D.)
n° probado)

Referencias 10 100 0/6 11515
DPBS 10 100 6/6 -
VNO* 2 100 5/6 20
VPSchw5

2 100 0/6 12,0+1,5
VPschw- SEwny®
10° TCIDs (dia 30)

2 100 6/6 -
10" TCIDs (dia 30) 1 100 4/6 11,0+15
10" TCIDs (dia 60) 10 100 3/6 10,5 +2,0

1 100 6/6 -

2 100 5/6 11

2 1.000 6/6 -

2 10.000 5/6 10

2 100.000 5/6 11

!Los ratones BALBI/c recibieron 0,1 ml de DPBS que contenia la cantidad indicada de mezcla de sueros.

’Los ratones se sometieron a la prueba de provocacion con la cepa 1S-98-ST1 del VNO un dia después de la
transferencia pasiva.

®Dia medio de muerte + desviacion estandar.

“Antisueros procedentes de ratones BALB/c-MBT congénicos resistentes (13) inoculados con 10° FFU de 1S-98-ST1
del VNO.

*Antisueros procedentes de ratones CD46-IFNAR se recogieron 30 dias después de la inoculaciéon de VPschw (106
TCIDso).

®Antisueros procedentes de ratones CD46-IFNAR se recogieron 30 dias después de 1 inyeccion o 60 dias después
de 2 inyecciones de VPschw-SEwny.
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<212> ADN

<213> Virus del Nilo occidental

<400>1
atgagagttg tgtttgtegt geotattgctt ttggtggecc cagcttacag cttcecaactge 60
cttggaatga gcaacagaga cttcttggaa ggagtatctg gagcaacatg ggtggatttg 120
gttctcgaag gcgacagetg cgtgactatc atgtetaagqg acaagectac catcgatgtg i80
aagatgatga atatggaggc ggtcaacctg gcagaggtcc gcagttattg ctatttggct 240
accgtcageg atctetecac caaagctgeg tgecegacca tgggagaage tceacaatgac 300
aaacgtgcectg acccagcttt tgtgtgcaga caaggagtgg tggacagggg ciggggcaac 360
ggetgcggat tatttggcaa aggaagcatt gacacatgcg ccaaatttge ctgetctace 420
aaggcaatag gaagaaccat cttgaaagag aatatcaagt acgaagtggce catttttgtce 480
catggaccaa ctactgbtgga gtcgcacgga aactactcca cacaggttgg agecactceag 540
gcagggagat tcagcatcac tcoccotgeggeg ccttceataca cactaaaget tggagaatat 600
ggagaggtga cagtggactg tgaaccacgg tcagggabttg acaccaatge atactacgtg 660
atgactgttyg gaacaaagac gttcttggtc catcgtgagt ggttcatgga cctcaaccte 720
ccttggageca gtgetggaag tactgtgtgg aggaacagag agacgttaat ggagtttgag 780
gaaccacacyg ccacgaagca gktotgtgata gcattggget cacaagaggg agetctgeat 840
caagctttgg ctggagccat tcctgtggaa ttttcaagca acactgtcaa gttgacgtcg 200
ggtcatttga agtgtagagt gaagatggaa aaattgcagt tgaagggaac aacctatgge 960
gtetgttcaa aggctttcaa gtttcttggg acteeccgcag acacaggtca cggcactgtg 1020
gtgttggaat tgcagtacac tggcacggat ggaccttgeca aagttcctat ctegtcagtg 1080
gettcattga acgacctaac gecagtggge agattggtea ctgtcaaccc ttttgtttea 1140
gtggccacgg ccaacgctaa ggtcctgatt gaattggaac cacccoctttgg agactcatac 1200
atagtggtgg gcagaggaga acaacagaktce aatcaccatt ggcacaagte tggaagcagce 1260
attggcaaag cctttacaac caccctcaaa ggagcgcaga gactagcoccge tctaggagac 1320
acagcttggg actttggatc agttggaggg gtgttcacct cagttgggaa ggctgtctaa 1380
<210>2
<211> 2076
<212> ADN
<213> Virus del Nilo occidental
<400> 2
atgcaaaaga aaagaggagg aaagaccgga attgcagtca tgattggcct gatcgccage 60
120

gtaggagcag ttaccctectc taacttceaa gggaaggtga tgatgacggt aaatgetact

19



10

gacgtcacag
gcaatggatg
gctggtaatyg
tatggaagat
acacacggag
acaaggtatt
geagccgtcea
ctattgcttt
ttettggaag
gtgactatca
gtcaacctgg
aaagctgcgt
gtgtgecagac
ggaagcattyg
ttgaaagaga
tcgcacggaa
cckgcggege
gaaccacggt
ttettggtece
actgtgtgga
tctgtgatag
cctgtggaat
aagatggaaa
tttettggga
ggecacggatg
ccagtgggca
gtcctgattyg
caacagatca
acectcaaay
gttggagggg
cgctcactgt

tggatgggca
gttctgetet

<210>3
<211> 1110
<212> ADN

atgtcatecac
tgggatacat
atccagaaga
gcaccaagac
aaagcactct
tggtaaaaac
ttggttggat
tggtggcccc
gagtgtetgg
tgtctaagga
cagaggtccg
gecccegaccat
aaggagtggt
acacatgcgc
atatcaagta
actactccac
cttcatacac
cagggattga
atcgtgagtg
ggaacagaga
cattgggctce
tttcaagcaa
aattgragtt
ctceccgeaga
gaccttgcaa
gattggtcac
aattggaacc
atcaccattg
gagcgoagay
tgttcacctc
tcggaggeat
tcaatgctcy
tcctecteegt

gattccaaca
gtgcgatgat
catcgactgt
acgccactca
agcgaacaag
agaatcatgg
gettgggage
agcttacage
agcaacatgg
caagcctacc
cagttattgc
gggagaagcet
ggacagggge
caaatttgcc
cgaagtggcc
acaggttgga
actaaagctt
caccaatgca
gttcatggac
gacgttaatg
acaagaggga
cactgtcaag
gaagggaacsa
cacaggtcac
agttectatce
tgtcaaccct
accctttgga
gcacaagtct
actagceget
agttgggaag
gtectggata
tgataggtce
gaacgtgcac

<213> Virus del Nilo occidenta

<400> 3

atgaggtcca
aaegtgceacg
agtggagtgt
gaaacgceccac
ctacgatcag
actcttttga
tacaagtcag
gcectggggaa
ggtccggaga
gattttggat
actgaatgtyg
gacctgtccet
ctgggtgaag
cttgagagtyg
agacctgggt
ttcgattact
gccactcgca
accttaccac
ccacagagac

<210>4
<211> 2040
<212> ADN

tagctctcac
ctgacactgg
tcatacacaa
aaggcctage
tttccagact
aggagaatgg
cacctaaacg
agagtatttr
ccaaggaatg
ttggtctcac
actcgaagat
attggattga
tcaaatcatg
acttgataat
acaagacaca
gcccaggaac
ccaccacaga
cactgegcta
atgatgaaaa

gtttctecgca
gtgtgccata
tgatgtggag
caagatcatt
ggagcatcaa
tgtggacett
cctecaccgec

atttgcacca

tccgactcag
cagcactcgg
cattggaacqg
aagcaggctce
tacgtggcct
accagtcaca
aaaccagggc
tacggtcacc
gagcggaaag
ccaaactgac
gacctaatga

<213> Virus del dengue tipo 1

<400> 4

ES 2394 307 T3

gectgetggaa
actatcactt
tggtgcacaa
agacgcagtc
aagggggett
atcttgagga
aacaccatgc
ttcaactgéc
gtggatrtgg
atcgatgtga
tatttggcta
cacaatgaca
tggggcaacg
tgctctacca
atttttgtcc
gccactcagg
ggagaatatg
tactacgtga
ctraaccktce
gagtttgagg
gctctgeatc
ttgacgtegg
acctatggcg
ggcactgtgg
tegtcagtgg
tttgtttcag
gactcataca
ggaagcagcea
ctaggagaca
getgtececate
acgcaaggat
atagctctca
gcttaa

gttggaggayg
gacatcagec
gcttggatgy
cagaaagctc
atgtgggaag
agtgtcgtgg
accacggaaa
gaactcgcca
aatcgcgett
atgttcctga
gctgtcaaga
aatgatacgt
gagacgcata
ctggecgggac
ccatgggacg
ctgagtgaga
ttgataacag
agcggetgtt

agaacctatg
atgaatgcce
agtcagecagt
ggaggtcact
ggatggacag
accctggata
agagagttgt
ttggaatgag
ttctcgaagg
agatgatgaa
cogtcagega
aacgtgcectga
gctgcggatt
aggcaatagg
atggaccaac
cagggagatt
gagaggtgac
tgactgttgg
cttggagcag
aaccacacgc
aagctetggce
gtcatttgaa
tctgttcaaa
tgttggaatt
cttecattgaa
tggccacgge
tagtggtggg
ttggcaaage
cagcttagga
aagtgttcgg
tgctgggggce
cgtttctcge

ttetgcectett
ggcaagagcet
accggtacaa
ataaggaagg
cagtgaagga
ttgagaaaca
aattggaaat
acaacacctt
ggaatagctt
aggtcagaga
acaacttggc
ggaagcttga
ccttgtgggg
cacgaagcaa
aaggccgggt
gctgcggaca
attggtgetyg
ggtatggtat

20

cattgtcaga
agtgctgtcg
ctacgtcagg
gacagtgcag
caccaaggcece
tgccetggtg
gtttgtcgtg
caacagagac
cgacagctgc
tatggaggcg
tctctecacce
cecagetttt
atttggcaaa
aagaaccate
tactgtggag
cagcatcact
agtggactgt
aacaaagacg
tgctggaagt
cacgaagcay
tggagccatt
gtgtagagtg
ggcrttcaag
gcagtacact
cgacctaacg
caacgctaag
cagaggagaa
ctttacaace
ctttggatea
aggagcattc
tctectgtiyg
agttggagga

cctatecgtg
gagatgtgga
gtattaccct
agtgtgcggt
cgagctgaac
ggagggaatyg
tggctggaag
tgtggttgat
agaagtggag
gagcaacaca
gatccacagt
aagggcagtt
cgatggaatc
tcacaatcgg
agagattgac
cecgtggacct
caggagctgce
ggagatcaga

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
3140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2076

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1110



atgaacagga
ttcecatttga
aagtcactct
ttgggagagt
ccagatgacg
tctcaaaceg
cttggtctag
caaaaagtgg
gcacatgcca
gtaacaccat
ctgtcaggag
gcaaaaaata
gtcttgcegea
ccaacacaag
acggttgtgg
acgtgtgcta
ttaaaatatt
actacagaac
ttgacagact
gaggtggtge
gacttaccac
gatttgctgg
tcacaggaag
acgacaacaa
aaagggatgt
acccagcatg
atceccctttt
aatcccatag
gagagctaca
ggaagcagca
ctgggagaca
ttggtacacc
atgaaaatag
ctttegatga

<210>5
<211> 459
<212> PRT

ggaaaagatc
ccacacgagg
tgttcaagac
tatgtgagga
ttgactgctg
gtgaacaceg
aaacaagaac
agacttgggc
taggaacatc
caatggccat
caacgtgagt
aaccaacatt
aattgtgecat
gagaggctac
acagaggctg
agttcaagtg
cagtgatagt
atggaacaat
acggaaccct
tattgacaat
tgecettggac
tcacatteaa
gagcaatgca
tectttgcagg
catatgtgat
gaactgtcct
cgacccaaga
ttactgacaa
teatagtagyg
tagggaaaat
ccgecatggga
aggtttttgg
gaatagggat
cgtgeattgce

cgtgaccatg
gggagagcca
ctetgecaggt
cacaatgact
gtgcaatgcc
acgagacaaa
cgaaacatgg
tttgagacac
catcactcag
gcgatgegtyg
ggacgtggta
ggacattgaa
tgaagctaaa
actggtggaa
gggcaatggc
tgtgacaaaa
cactgteceac
tgcaaccata
tacactggac
gaaagaaaaa
ttcggggget
gacagctcat
cactgcgttg
acacctgaaa
gtgcacagge
agtgcaggtt
tgagaaagga
agaaaaacca
ggcaggtgaa
gttcgaagea
ctteggetet
aaccgcatac
cttgctgaca
agttggcatg

<213> Virus del Nilo occidenta

<400>5
Met Arg
Ser

Tyr

Gly val
Ser Cys
Lys Met
Cys

Cys Pro

Val

Phe

Ser

Val

Met

Thr

Val Phe

Asn Cys

20

Gly Ala

Ile
50

Thr

Met
635

Asn

Ala
80

Leu

Met Gly

val

Leu

Thr

Met

Glu

Thr

Glu

Val Leu

Gly Met

Trp Val
Ser Lys
Ala Vval
Val

Ser

Ala

ES 2394 307 T3

ctccteatac
cacatgatag
gtcaatatgt
tacaaatgcc
acagacacat
cgttecegtagg
atgtcctctyg
ccaggattea
aaagggatca
ggaataggca
ttggagcatg
ctcttgaaga
atatcaaaca
gaacaagacg
tgcggactat
ctggaaggaa
acaggggacc
acacctcaag
tgctcaccca
tecatggecttg
teaacatecce
gcaaadaagc
accggggcga
tgcagattaa
tcatttaage
aaatacgaag
gtgacccaga
atcaacattg
aaagctttga
atcgcecgag
ataggaggag
ggggtcctgt
tggttgggat
gttacactgt

Leu
10

ser
25

Leu
40

Asp

Lys
58

Leu
70

Asno

Leu
85

Asp

Asn Asp

Leu Leu

Asn Arg

val

Pro

Ala

Ser

Lys

tgctgcceac
ttagtaagca
gcactctcecat
cccggatcac
gggtgaccta
cacktggceoec
aaggcgcectg
cggtgatage
ttttecattet
acagagacktt
gaagctgcegt
cggaggtcac
ccaccaccga
cgaactttgt
ttggaaaagg
agatagttca
agcaccaggt
ctecctacgte
gaacagggct
tccacaaaca
aagagacttg
aggaagtagt
cagaaatcca
aaatggataa
tagagaagga
gaacagatge
atgggagatt
agacagaacce
aactaagctyg
gagcacgaag
tgtttacgte
tcagcggegt
taaattcaag
acctaggagt

val Ala

Asp Phe
Leu Glu

Thr Ile
Glu Val
Thr Lys

Arg Ala

21

Pro

Leu

Gly

Asp

Axg

Ala

Asp

agtcctggcet
ggaaagagga
tgcgatggat
tgaggcggaa
tgggacgtgt
acacgtggga
gaaacaaata
tettttttta
gctgatgectg
cgttgaagga
caccaccatg
gaaccctgcece
ttcaagatgt
gtgtegacga
aagcctactg
atatgaaaac
gggaaacgag
ggaaatacag
ggactttaat
atggttteta
gaacagacaa
cgtactggga
gacgtcagga
actgacttta
agtggctgag
gccatgcaag
gataacagcc
accttttggt
gttcaagaaa
gatggctatc
tgtgggaaaa
ttcttggacc
gagcgcgteg

catggtttaa’

Ala
Glu
30

Asp
45

val
Ser
75

Ala

Pro

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
10890
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1746
1800
1860
1920
1980
2040



Ala
Gly
Phe
Asp
val
Ala
Lys
Ser
Lys
Pro
Leu
Ala
Ala
Gly
Gly
Thr
Tyr
Ala
Asn
Glu

Gly

Ile
Ala

Val

Phe
Cys
Ala
Ile
Glu
Gly
Leu
o1y

Thr

Met
Leu

Ile

Thr
Pro
Thr
Ser
Pro
Leu

Glu

Gly
Ala

rhe

<210>6
<211> 691

val

Gly

Cys

Lys

Ser

Arg

Gly

Ile

Phe

Ser

Glu

Gly

Pro

Leu

Thr

Ala

Gly

Leu

Phe

Glu

Gln

Lys

Leu

Thr

Cys

Leu

Ser

His

Phe

Glu

Aep

Leu

Ser

Phe

Ser

val

Lys

TYr

Asp

Thr

Asn

val

Pro

Gln

Gly

Sex

95

Arg
110

Phe
125

Thr
14?

Glu
155

Gly
170

Ser
185

Tyr
200

Thr
215

Val
230

Ala
248

Glu
260

Gln
275

Glu
290

Cys
305

Gly
320

Thr
335

Asp
350

Asp
365

Ser
380

Pro
395

Ile
410
Phe

425

Asp
440

val
455

Gln

Gly

Lys

val

Asn

Ile

Gly

AED

Gly

Glu

Glu

Phe

Arg

val

Gly

Gly

Leu

val

Phe

Asn

Thr

Thr

Gly

Gly
Lys
Ala

Ala

Thr
Glu
Ala
Arg
Ser
Pro
Gly
Ser

val

Pro
Thr
Ala
Gly

His

Thr
Ala

Lys

val

Gly

Ile

Fle

Ser

Pro

Val

Glu

Thyx

Ala

Ser

Lys

Ser

Gly

Cys

Pro

Thr

Ala

ES 2394 307 T3

val

Ser

Gly

Phe

Thr

Ala

Thr

Trp

val

Ala

Leu

Asn

Met

Lys

Thr

Lys

val

Ser

Trp

Leu

Asp

Val

100

Asp
115

Ile
130

Arg
145

val
160

Gin
175

Ala
190

Val
205

val
220

Phe
235

250

265

His
280

295

Glu
310

Ala
325

val
340

val
385

Gly
370

Asn
385

Tyr
400

His
215
Lys
430

Phe
445

Arg Gly

Asp Thr

Thr Ile

His Gly

val Gly

Pro Ser

Aszp Cys

Met Thr

Met Asp

Arg Asn

Lys Gln

Gln Ala

Val Lys

Lys Leu

Phe Lys

Val Leu

Pro Ile

Arg Leu

Ala Lys

Ile Val

Trp

Cys

Leu

Pro

Ala

Glu

val

Leu

Arg

Ser

Leu

Leu

Gln

Phe

Glu

Ser

val

Val

Val

Gly

Ala

Lys

Thx

Thr

Thr

Pro

Gly

Asn

Glu

val

Ala

Thr

Leu

Leu

Leu

Ser

Thr

Leu

Gly

Lys Ser Gly Ser

105

Asn
1240

Lys
135

Glu
150

Thr
165

Gln
180

Leu
195

Arg
210

Thr
225

Leu
240

Thr
255

Ile
270

Gly
283

Serx
300

Lys
315

Gly
330

Gln
345

Val
360

Val
3175

Ile
390

Arg
405

Ser
420

Gly ala Gln Axg Leu

43S

Gly Ser Val Gly Ccly

22

450



<212> PRT
<213> Virus del Nilo occidental

<400> 6

Met

Gly

Gly

Ile

Ala

Cys

Trp

Lys

Thr

Xle

Trp

Leu

Met

Val

Lys

Gln

Leu

Lys

Thr

Met

Pro

Cys

Thr

His

Ser

Leu

Met

Leu

Ser

Asp

Asp

Lys

Ile

val

ile

Asp

val

Thr

Arg

Gly

Thr

Arg

Leu

Leu

Asn

Leu

Lys

Lys

Aa

Met

Pro

Val

Leu

Lys

His

Glu

Lys

Asn

Gly

Leu

Arg

val

Pro

Met
35

Thr
50

Gly
&5

Ser
Ser
55

Ser
110

Ser
125

Ala
140

Pro
155

Ser
170

val
185

Asp
200

Leu
215

Thr
230

Gly
val
Thx

Ala

Ala
Ala
Arg
Thr
Thr
Gly
Asn
Ala
Phe
Glu

Ile

Gly

Gly

val

Ala

Met

Gly

Val

Arg

Leu

Arg

Tyr

Thrx

Pro

Leu

Gly

Lys

Ala

Asn

Gly

Cys

Asn

TYY

Ser

Ala

Tyr

Ala

Met

Ala

Glu

AsSp

val

ES 2394 307 T3

Thr
Val
Ala
Lys
Asp
Asp
val
Arg
Asn
Leu
Leu

Gln

Gly
Ser

Lys

GlLy
10

Thr
Thr
40

Asn
55

Asp
70

Pro
Arg
100

Arg
115

Lys
130

val
145

val
160

Arg
175

Ser
190

Val
205

cys
220

Met
215

Ile

Leu

Asp

Leu

Thr

Glu

Tyr

Ser

Lys

Lys

Ala

Val

Phe

Ser

val

Met

Ala

ser

val

cys

Ile

Asp

Gly

Leu

Gly

Thr

Ala

val

Asn

Gly

Thr

Asn

23

val
Asn
‘Thr
Ile
Thr
Ile
hArg
Thr
Ala
Glu
Val
FPhe
cys
Ala
I;.e

Met

Met
Fhe
Asp

val

Asp
Cys
Val
Trp
Ser
Ile
val
Leu
Thr
Met

Glu

Xle
18

Gln
3o

Vval

-45

Arg

Glu
75

Cys
20

Thr
105

Gln
120

Met
13¢5

Trp
150

Gly
165 -

val
180

Gly
195

Trp
210

Ser
225

Ala
240



‘val

Ser

His

val

Gly

Ile

Ile

Ser

Pro

Val

Tyr

Glu

Thr

His

Ala

Ser

Lys

Ser

Gly

Pro

Thr

Asn

Asp

Asn

val

Ser

Gly

Phe

Thr

Ala

Thr

Trp

Val

Ala

Leu.

Asn

Met

Lys

Thr

Lys

Val

Ala

Leu

Leu

Asp

Asp

Ile

Arg

val

Gln

Ala

Val

Val.

Phe

Trp

Thr

Thr

Glu

Ala

val

val

Gly

Asn

Ala

Ser

Lys

Arg

Asp

Thr

Hisg

val

Pro

Asp

Mat

Met

Arg

Lys

Gln

Val

Lys

Phe

val

Pro

Axg

Ala

Glu
245

260

Arg
275

Gly
290

Thr
305

1le
320

Gly
335

Gly
350

Ser
365

Cys
380

Thr
395

Asp
410

Asn
425

Gln
4490

‘Ala
455

Lys
470

Leu
485

Lys
500

Leu
51§

Ile
530

Leu
545

Lys

val

Lys

Ala

Trp

Cys

Leu

Pro

Ala

Tyx

Glu

val

Leu

Arg

Ser

Leu

Leu

Gln

Phe

Glu

Ser

Val

val

Arg
Ala
Asp
Gly
Ala
Lys
Thr
Thr
Thr
Pro
Gly
asn
Glu
Val
Ala
Thr
Leu
Leu
Leu
Ser
Thr

Leu

Ser
Ala
FPro
AsAn
Lys
Glu
Thr
Gln
Leu
Arg
Thr
Leu
Thr
Ile
Gly
Ser
Lys
Gly
Gln
Val
Val

Ile

ES 2394 307 T3

Cys

Ala

Gly

Phe

Asgn

Val

Ala

Lys

Ser

Lys

Pro

Leu

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

YT

Ala

Asn

Glu

cys
250

Pro
265

Phe
280

Cys
295

Ala
310

Ile
325

Glu
340

Gly
355

Leu
370

Gly
385

Thr
400

Trp
415

Met
430

Leu
445

Ile
460

His
475

Thr
490

Pro
505

Thr
520

Ser
53§

Pro
550

Leu

Thx
Val
Gly
cys
Lys
Ser
Arg
Gly
Ile
Phe
Ser
Glu
Gly
Pro
Leu
Thr
Ala
Gly
Leu
Phe

Glu

Leu

Met

Cys

Leu

Ser

His

Phe

Glu

Asp

Leu

Ser

Phe

Ser

val

Lys

Tyr

Asp

Thr

Asn

val

Pro

24

Ala
Gly
Azg
Phe
Thr
Glu
Gly
Ser
Tyr
Thr
Val
Ala
Glu
Gln
Glu
Cys
Gly
Thr
Asp
Asp
Ser

Pro

Thr
Glu
Gln
Gly
Lys
Va‘].
Asn
Ile
Gly

Asn

Gly
Glu
Glu
Phe
Arg
val
Gly
Gly
Leu
val

Phe

val
2588

Ala
270

Gly
285

Lys
300

Ala
315

Ala
330

Tyr
315

Thr
360

Glu
375

Ala
3920

Arg
405

Ser
420

Pro
435

Gly
450

Ser
465

val
480

Cys
495

His
510

Pro
525

Thr
540

Ala
555

Gly



Asp Ser
His Trp
Thr Leu
Trp Asp
Ala Vval
Gly Met
Trp Met
Leu Ala

Ala

<210>7

<211> 368

Tyr

His

Lys

Bhe

His

Ser

Gly

val

<212> PRT
<213> Virus del Nilo occidental

<400> 7

Met Arg

Leu Phe

Asp Ile

His Asn

Glu Thr

Glu Gly

Met Trp

Asn Gly

Tyr Lys

Glu Ile

Sex
Leu
Ser
Asp
Pro
val
Glﬁ
val
Ser

Gly

Ile

Lys

Gly

Gly

Gln

Ile

Gly

Ile

Ser

Arg

Val

Gln

Cys

Ala

Asp

Trp

560

Val
575

Ser
590

Ala
605

Ser
620

val
635

Ile
650

Asn
665

Gly
&80

Ala
val
20

Gln
3s

Glu
Gly
65
Gly
Val
95

Leu
110

Pro
125

Lys

Val

Gly

Gln

Val

Phe

Thr

Ala

Val

Leu

Asn

‘Glu

Ala

Leu

Leu

Lys

Ser

Lys

Ala

Gly

Ser

Arg

Gly

Gly

Gln

Leu

Thr

val

Leu

Trp

Ala

Arg

Asp

val

Arg

Trp

Arg

Ser

Leu

Gly

Gly

Gly

Asp

Leu

Phe

His

Arg

Met

Lys

Serx

Glu

val

Leu

Gly

ES 2394 307 T3

Cly

Ile

Ala

val

Ala

Leu-

Arg

Phe

Leu

Ala

Cys

Asp

Ile

vVal

Leu

Val

Thr

Lys

565

Glu
580

Gly
595

Ala
610

Phe
625

Phe
640
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REIVINDICACIONES
1. Virus recombinante que es un virus vivo atenuado o defectuoso del sarampién, que comprende un polinucledtido
gue codifica un polipéptido que es un virus del Nilo occidental o respectivamente un antigeno del virus del dengue
gue se selecciona en el grupo siguiente:
- las glucoproteinas heterodimeras Prem-E o

- una glucoproteina de la envoltura segregada sk o

- un polipéptido que tiene al menos un 80% de homologia, o un 85% de homologia con el polipéptido que tiene la
secuencia SEC. ID. n°6, SEC. ID.n°5 o0 SEC. ID. n°8,

siendo dicho virus recombinante capaz de expresar dicho polipéptido y siendo dicho polipéptido capaz de inducir una
respuesta inmunitaria protectora contra un virus del Nilo occidental en un animal o, respectivamente, contra un virus
del dengue en un animal.

2. Virus recombinante segun la reivindicacion 1, en el que el polinucledétido codifica un polipéptido seleccionado en el
grupo siguiente:

- la glucoproteina heterodimero Prem-E que comprende la secuencia SEC. ID. n°® 6 o SEC. ID. n° 8 o tiene la
secuencia SEC. ID. n° 6 o SEC. ID. n° 8.

- la proteina sE de la envoltura segregada que tiene la secuencia SEC. ID. n° 5.

3. Virus recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicho polinucleétido comprende la
secuencia SEC. ID. n° 2 o es la secuencia SEQ 10 n° 1 o que comprende la secuencia SEC. ID. n° 4.

4. Virus recombinante de sarampién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende, en su genoma,
dicho polinucledtido.

5. Virus recombinante de sarampion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que procede de la cepa
Schwarz del virus del sarampién.

6. Composicion farmacéutica, que comprende:

a) por lo menos un virus recombinante del sarampidn segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; y

b) un vehiculo o portador farmacéuticamente aceptable.
7. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 6, capaz de inducir una inmunidad protectora contra un virus
del Nilo occidental en un animal o, respectivamente, de inducir una inmunidad protectora contra el virus del dengue,
en un animal.
8. Utilizacion de una composicién farmacéutica segun la reivindicacion 7, como agente contra el virus del Nilo
occidental o, respectivamente, un agente contra el virus del dengue, o para la preparacién de una vacuna contra el

virus del Nilo occidental o, respectivamente, una vacuna contra el virus del dengue.

9. Célula hospedadora, que comprende un virus recombinante tal como se define segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

10. Procedimiento de produccion de un virus recombinante para la preparacion de una vacuna contra el virus del
Nilo occidental, comprendiendo dicho procedimiento las etapas siguientes:

a) proporcionar una célula hospedadora tal como se define en la reivindicacion 9;

b) colocar la célula hospedadora de la etapa a) en condiciones que permitan la replicacion de un virus
recombinante tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que es capaz de expresar dicho
polipéptido, y

c) aislar el virus recombinante producido en la etapa b).

11. Célula hospedadora segun la reivindicacion 9, que es la estirpe celular depositada en la C.N.C.M. con el nimero
de entrada 1-3018.
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12. Utilizacion de una cantidad eficaz de al menos un virus recombinante de sarampion segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, para la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento y/o a la prevencion de una
infeccion por el virus del Nilo occidental o una infeccién por el virus del dengue, en un animal.
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Figura 1

atgagagttgtgtttgtegtgctattgcttttggtggececagettacagettcaactgectiggaatgagcaacagagactt
cttggaaggagtgtctggagcaacatgggtggatitggttctcgaaggegacagetgcgtgactatcatgtctaaggac
aagcctaccatcgatgtgaagatgatgaatatggaggcggtcaacctggcagaggtcegceagttattgctatttggceta
ccgtcagegatctctccaccaaagetgegtgeccegaccatgggagaagctecacaatgacaaacgtgctgaccecage
ttttgtgtgcagacaaggagtggtggacaggggetggggeaacggctgcggattatitggcaaaggaagceattgaca
catgcgccaaatttgcctgctctaccaaggcaataggaagaaccatcttgaaagagaatatcaagtacgaagtggec
atitttgtccatggaccaactactgtggagtcgcacggaaactactccacacaggttggageccactcaggcagggag
attcagcatcactcctgcggegecttcatacacactaaagettggagaatatggagaggtgacagtggactgtgaace
acggtcagggattgacaccaatgcatactacgtgatgactgtiggaacaaagacgttcttggtccategtgagtggttca
tggacctcaacctceccttggagcagtgetggaagtactgtgtggaggaacagagagacgttaatggagtttgaggaa
ccacacgccacgaagcagtctgtgatageattgggetcacaagagggagctctgcatcaagcetitggetggagecatt
ccigtggaattttcaagcaacactgtcaagttgacgtcgggteatitgaagtgtagagtgaagatggaaaaattgcagtt
gaagggaacaacctatggcgtcigttcaaaggcttticaagtttcttgggactcccgcagacacaggtcacggeactgt
ggtgttggaattgcagtacactggcacggatggaccttgcaaagticctatctegtcagtggcticattgaacgacctaa
cgccagtgggcagattggtcactgtcaaccctttigtttcagtggccacggecaacgctaaggtectgattgaattggaa
ccaccctttggagactcatacatagtggtgggcagaggagaacaacagatcaatcaccattggcacaagtctggaa
gcagcattggcaaagcectttacaaccaccctcaaaggagegeagagactagecgctectaggagacacagettggg
actitggatcagtiggaggggtgttcacctcagttgggaaggctgtctaa

Figura 2

MRVVFVVLLLLVAPAYSFNCLGMSNRDFLEGVSGATWVDLVLEGDSCVTIMSKDKP
TIDVKMMNMEAVNLAEVRSYCYLATVSDLSTKAACPTMGEAHNDKRADPAFVCRQ
GVVDRGWGNGCGLFGKGSIDTCAKFACSTKAIGRTILKENIKYEVAIFVHGPTTVES
HGNYSTQVGATQAGRFSITPAAPSYTLKLGEYGEVTVDCEPRSGIDTNAYYVMTVG
TKTFLVHREWFMDLNLPWSSAGSTVWRNRETLMEFEEPHATKQSVIALGSQEGAL
HQALAGAIPVEFSSNTVKLTSGHLKCRVKMEKLQLKGTTYGVCSKAFKFLGTPADT
GHGTVVLELQYTGTDGPCKVPISSVASLNDLTPVGRLVTVNPFVSVATANAKVLIEL
EPPFGDSYIVVGRGEQQINHHWHKSGSSIGKAFTTTLKGAQRLAALGDTAWDFGSY
GGVFTSVGKAV
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Figura 3

atgcaaaagaaaagaggaggaaagaccggaattgcagtcatgattggectgatcgecagegtaggageagttace
ctctctaacttccaagggaaggtgatgatgacggtaaatgctactgacgtcacagatgtcatcacgattccaacagcety
ctggaaagaacctatgcattgtcagagcaatggatgtgggatacatgtgcgatgatactatcacttatgaatgcccagt

getgteggetggtaatgatccagaagacategactgttggtgcacaaagtcageagtctacgtcaggtatggaagatg
caccaagacacgccactcaagacgcagtcggaggtecactgacagtgcagacacacggagaaageactctageg

aacaagaagggggcttggatggacagcaccaaggcecacaaggtatitggtaaaaacagaatcatggatettgagg

aaccctggatatgccctggtggcagecgtcattggttggatgctigggagcaacaccatgcagagagttgtgtttgtegt

gctattgcttttggtggecccagcettacagcttcaactgecttiggaatgagcaacagagacttcttggaaggagtgtetgg
agcaacatgggtggattiggttctcgaaggcgacagetgegtgactatcatgtctaaggacaagectaccategatgtg
aagatgatgaatatggaggcggtcaacctggcagaggteegeagttattgcetattiggetacegtcagegatctetcca

ccaaagctgcgtgcccgaccatgggagaagctcacaatgacaaacgtgctgacceagettttgtgtgcagacaagg

agtggtggacaggggctggggcaacggctgeggattattiggcaaaggaagcattgacacatgcgecaaatttgect
gcetetaccaaggcaataggaagaaccatcttgaaagagaatatcaagtacgaagtggecattttigtccatggaccaa
ctactgtggagtcgcacggaaactactccacacaggitggagccactcaggcagggagattcageateactectgeg
gegecttcatacacactaaagcttggagaatatggagaggtgacagtggactgtgaaccacggtcagggattgacac
caatgcatactacgtgatgactgttiggaacaaagacgttctiggtccatcgtgagtggttcatggacctecaacctecctig
gagcagtgctggaagtactgtgtggaggaacagagagacgttaatggagtitgaggaaccacacgecacgaagca
gtctgtgatagcattgggctcacaagagggagctctgeatcaagcettiggetggagcecatteetgtggaattttcaageca

acactgtcaagttgacgtcgggtcatitgaagtgtagagtgaagatggaaaaatigcagttgaagggaacaacctatg
gegtctgttcaaaggctttcaagtttettgggactcccgecagacacaggtcacggeactatggtgttggaattgcagtac

actggcacggatggaccttgcaaagttectatetegtcagtggettcattgaacgacctaacgecagtgggeagattgg

tcactgtcaaccctttigtticagtggecacggecaacgcetaaggicctgattgaatiggaaccacccttiggagactcat

acatagtggtgggcagaggagaacaacagatcaatcaccattggcacaagtctggaagcagceattggcaaagectt
tacaaccaccctcaaaggagcgcagagactagecgcetctaggagacacagcttgggactttggatcagttggaggg
gtgttcacctcagttgggaaggcetgtecatcaagigticggaggageattcegetcactgttcggaggeatgtectggat

aacgcaaggattgctgggggctctecigttgtggatgggeatcaatgetegtgataggtecatageteteacgttictege
agttggaggagttctgctcttcctetecgtgaacgtgeacgcttaa
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Figura 4

MQKKRGGKTGIAVMIGLIASVGAVTLSNFQGKVMMTVNATDVTDVITIPTAAGKNLCI
VRAMDVGYMCDDTITYECPVLSAGNDPEDIDCWCTKSAVYVRYGRCTKTRHSRRS
RRSLTVQTHGESTLANKKGAWMDSTKATRYLVKTESWILRNPGYALVAAVIGWML
GSNTMQRVVFVVLLLLVAPAYSFNCLGMSNRDFLEGVSGATWVDLVLEGDSCVTIM
SKDKPTIDVKMMNMEAVNLAEVRSYCYLATVSDLSTKAACPTMGEAHNDKRADPA
FVCRQGVVDRGWGNGCGLFGKGSIDTCAKFACSTKAIGRTILKENIKYEVAIFVHGP
TTVESHGNYSTQVGATQAGRFSITPAAPSYTLKLGEYGEVTVDCEPRSGIDTNAYY
VMTVGTKTFLVHREWFMDLNLPWSSAGSTVWRNRETLMEFEEPHATKQSVIALGS
QEGALHQALAGAIPVEFSSNTVKLTSGHLKCRVKMEKLQLKGTTYGVCSKAFKFLG
TPADTGHGTVVLELQYTGTDGPCKVPISSVASLNDLTPVGRLVTVNPFVSVATANAK
VLIELEPPFGDSYIVVGRGEQQINHHWHKSGSSIGKAFTTTLKGAQRLAALGDTAWD
FGSVGGVFTSVGKAVHQVFGGAFRSLFGGMSWITQGLLGALLEWMGINARDRSIAL
TFLAVGGVLLFLSVNVHA
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Figura 5

atgaacaggaggaaaagatccgtgaccatgctcctcatgetgctgcccacagtectggetitceatttgaccacacga
gggggagagccacacatgatagttagtaagcaggaaagaggaaagtcactcttgticaagacctctgcaggtgtca
atatgtgcactctcattgcgatggatttgggagagttatgtgaggacacaatgacttacaaatgcccecggatcactgag
gcggaaccagatgacgttgactgctggtgcaatgccacagacacatgggtgacctatgggacgtgttctcaaaccgg
tgaacaccgacgagacaaacgttcegtggeactggecceccacacgtgggacttggtetagaaacaagaaccgaaac
atggatgtcctctgaaggegectggaaacaaatacaaaaagtggagacttgggcttigagacacccaggattcacgg
tgatagctctittittagcacatgccataggaacatccateactcagaaagggatcattttcattctgetgatgetggtaaca
ccatcaatggccatgcgatgegtgggaataggcaacagagacticgttgaaggactgtcaggagcaacgtgggtag
acgtggtattggagcatggaagctgcgtcaccaccatggcaaaaaataaaccaacattggacattgaactctigaag
acggaggtcacgaaccctgecgtecitgcgcaaattgtgecatigaagctaaaatatcaaacaccaccaccgattcaag
atgtccaacacaaggagaggctacactggtggaagaeacaagacgcgaactttgtgtgtcgacgaacggttgtggac
agaggctggggcaatggcetgeggactatttggaaaaggaagcectactgacgtgtgctaagttcaagigtgtgacaaa
actggaaggaaagatagttcaatatgaaaacttaaaatattcagtgatagtcactgtccacacaggggaccagcacc
aggtgggaaacgagactacagaacatggaacaattgcaaccataacacctcaagctcctacgtcggaaatacagtt
gacagactacggaacccttacactggactgctcacccagaacagggcetggactttaatgaggtggtgctattgacaat
gaaagaaaaatcatggcttgtccacaaacaatggtttctagacttaccactgectiggacttcgggggceticaacatcce
aagagacttggaacagacaagatttgctggtcacattcaagacagctcatgcaaagaagcaggaagtagtcgtact
gggatcacaggaaggagcaatgcacactgegttgaccggggcgacagaaatccagacgtcaggaacgacaaca
atctttgcaggacacctgaaatgcagattaaaaatggataaactgactttaaaagggatgtcatatgtgatgtgcacag
gctcatttaagctagagaaggaagtggetgagacccagcatggaactgtcctagtgcaggttaaatacgaaggaac
agatgcgccatgcaagatcccctiitcgacccaagatgagaaaggagtgacccagaatgggagattgataacagece
aatcccatagttactgacaaagaaaaaccaatcaacattgagacagaaccaccttttggtgagagctacatcatagta
ggggcaggtgaaaaagctitgaaactaagctggttcaagaaaggaagcagcatagggaaaatgticgaagcaatc
gecccgaggagceacgaaggatggctatcctgggagacaccgeatgggacttcggctctataggaggagtgtttacgte
tgtgggaaaatiggtacaccaggtttttggaaccgcatacggggtcctgticageggegtticitggaccatgaaaatag
gaatagggatcitgctgacatggttgggattaaattcaaggagegcegtegctttcgatgacgtgeattgeagtiggeatg
gttacactgtacctaggagtcatggtttaa

Figura 6

MNRRKRSVTMLLMLLPTVLAFHLTTRGGEPHMIVSKQERGKSLLFKTSAGVNMCTLI
AMDLGELCEDTMTYKCPRITEAEPDDVDCWCNATDTWVTYGTCSQTGEHRRDKR
SVALAPHVGLGLETRTETWMSSEGAWKQIQKVETWALRHPGFTVIALFLAHAIGTSI
TQKGHFILLMLVTPSMAMRCVGIGNRDFVEGLSGATWVDVVLEHGSCVTTMAKNKP
TLDIELLKTEVTNPAVLRKLCIEAKISNTTTDSRCPTQGEATLVEEQDANFVCRRTVV
DRGWGNGCGLFGKGSLLTCAKFKCVTKLEGKIVQYENLKYSVIVTVHTGDQHQVG
NETTEHGTIATITPQAPTSEIQLTDYGTLTLDCSPRTGLDFNEVVLLTMKEKSWLVHK
QWFLDLPLPWTSGASTSQETWNRQDLLVTFKTAHAKKQEVVVLGSQEGAMHTALT
GATEIQTSGTTTIFAGHLKCRLKMDKLTLKGMSYVMCTGSFKLEKEVAETQHGTVLV
QVKYEGTDAPCKIPFSTQDEKGVTQNGRLITANPIVTDKEKPINIETEPPFGESYIIVG
AGEKALKLSWFKKGSSIGKMFEAIARGARRMAILGDTAWDFGSIGGVFTSVGKLVH
QVFGTAYGVLFSGVSWTMKIGIGILLTWLGLNSRSASLSMTCIAVGMVTLYLGVMV
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Figura 7

p TM-MV Schw- WAV
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Figura 9
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