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DESCRIPCION
Composiciones para tratamiento de glioblastoma
Campo

La presente divulgacion se refiere a rhabdovirus y a su uso como un tratamiento oncolitico. Mas especificamente, la
presente divulgacion se refiere a rhabdovirus de Farmington y a su uso en el tratamiento de glioblastoma.

Antecedentes

Esta seccién proporciona informacion de fondo relacionada con la presente divulgacion que no es necesariamente
técnica anterior.

El cancer de cerebro es la principal causa de muerte relacionada con cancer en pacientes menores de 35 afios y
representa aproximadamente el 10 % de todos los canceres diagnosticados en Norteamérica. El tratamiento de
tumores cerebrales se complica por el hecho de que hay mas de 120 tipos diferentes, que varian de astrocitomas de
grado bajo a glioblastomas de grado alto (GBM). Los gliomas malignos, tales como GBM, son con mucho el cancer
cerebral mas comun hallado en adultos y uno de los mas dificiles de tratar. Incluso con opciones de tratamiento
individuales y multimodales agresivas tales como cirugia, quimioterapia, radiacion e inhibidores de moléculas
pequefias, la supervivencia ha permanecido sin cambios durante las Ultimas tres décadas con una mediana de la
supervivencia de menos de un afio después del diagndstico. Las razones para el fracaso de los tratamientos
convencionales es multifactorial incluyendo la naturaleza altamente infiltrante/invasiva de GBM, la limitacion de
suministro de farmaco a través de la barrera hematoencefalica y el parénquima neural, y la heterogeneidad genética
resultante en resistencia intrinseca a tratamientos disponibles y el aumento de clones resistentes agresivos. Por lo
tanto, hay una extrema necesidad de nuevas opciones de tratamiento que han conducido al renacimiento de la
terapia virica oncolitica para GBM.

En la actualidad, la eficacia y seguridad de varios virus oncoliticos con diversas estrategias de direccién tumoral se
estan evaluando en el laboratorio y la clinica contra GBM. El virus de la estomatitis vesicular (VSV) de rhabdovirus
constituye uno de estos virus eficaces que se estan ensayando preclinicamente. Sin embargo, una via deseada de
administracion virica para GBM es el suministro intracerebral, que no es en la actualidad posible con VSV debido a
su neurotoxicidad. Los intentos previos en la técnica de tratamiento de tumores cerebrales tales como glioblastoma
se desvelan por ejemplo en Journal of neuroscience, 2008, vol. 28,1882-1893. En este articulo, se llevaron a cabo
experimentos usando una cepa particular de virus de la estomatitis vesicular.

Sumario

La invencién a la que se refiere la presente memoria descriptiva se expone en las reivindicaciones 1-15. Es un
objeto de la presente divulgacion evitar o mitigar al menos una desventaja de virus oncoliticos previos. Por ejemplo,
el virus oncolitico de la presente divulgacion puede mostrar niveles reducidos de neurotoxicidad.

La presente tecnologia incluye sistemas, métodos, procesos, articulos y composiciones relacionados con
rhabdovirus, tales como rhabdovirus de Farmington, y secuencias nucleotidicas y proteicas relacionadas del mismo,
y el uso de estos en tratamientos oncoliticos, por ejemplo tratamientos para glioblastoma.

De acuerdo con un aspecto de la presente divulgacion, se proporciona una particula virica aislada capaz de producir
un polinucledtido de ADNc que incluye una secuencia de acuerdo con SEQ ID NO: 1 cuando el virus esta en una
célula hospedadora.

De acuerdo con otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona una particula virica aislada que incluye un
polinucledtido de ARN que incluye una secuencia de acuerdo con SEQ ID NO: 2.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente divulgacion, se proporciona una particula virica aislada que tiene
un genoma que incluye fases abiertas de lectura que codifican: una proteina que tiene una secuencia que
comprende SEQ ID NO: 3, o una variante de la misma; una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ
ID NO: 4, o una variante de la misma; una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 5, o una
variante de la misma; una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 6, o una variante de la
misma; y una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 7 o una variante de la misma.

La variante de una proteina de referencia puede ser una proteina que tiene una secuencia que es al menos 75 %, al
menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % idéntica a la secuencia de la proteina de referencia, y
en la que la proteina variante mantiene la misma funcion bioldgica que la proteina de referencia.

En algunos ejemplos, al menos una de las fases abiertas de lectura codifica una proteina que tiene una secuencia
que es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, 4, 5, 6 y 7. En dichos ejemplos, la
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variante de una proteina de referencia puede ser una proteina que tenga una secuencia que es al menos 50 %, al
menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 % o al menos 95 % idéntica a la secuencia de la proteina de referencia, y en la que la proteina variante
mantiene la misma funcién bioldgica que la proteina de referencia.

El genoma virico puede incluir fases abiertas de lectura que codifican: una proteina que tiene una secuencia que
comprende SEQ ID NO: 3; una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 4; una proteina que
tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 5; una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID
NO: 6; y una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 7.

La particula virica aislada puede incluir ademas al menos una fase abierta de lectura adicional para codificar al
menos una proteina adicional. La proteina adicional puede ser una proteina inmunogénica.

De acuerdo con otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona una particula virica aislada capaz de
producir un polinucleétido de ADNc cuando el virus esta en una célula hospedadora, teniendo el polinucleétido de
ADNCc una secuencia que incluye: SEQ ID NO: 8, o una variante conservativa de la misma; SEQ ID NO: 9 o una
variante conservativa de la misma; SEQ ID NO: 10 o una variante conservativa de la misma; SEQ ID NO: 11 o una
variante conservativa de la misma; SEQ ID NO: 12 o una variante conservativa de la misma; y promotores de las
mismas.

La variante conservativa de una secuencia de nucleétidos puede ser una secuencia que es al menos 75 %, al menos
80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % idéntica a la secuencia de referencia de nucleétidos. La
variante conservativa puede ser una secuencia que comprenda una o mas sustituciones silenciosas.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente divulgacion, puede usarse una particula virica aislada de acuerdo
con la presente divulgacion para el tratamiento del cancer. El cancer puede ser un cancer cerebral. EI cancer
cerebral puede ser un glioblastoma. La particula virica aislada puede usarse para infectar una célula en la que la
célula infectada es para el tratamiento del cancer.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente divulgacion, una particula virica aislada de acuerdo con la presente
divulgacién puede usarse para inducir una respuesta inmunogénica en una persona a la que se administra el virus.
La respuesta inmunogénica puede ser una respuesta antineoplasica. La particula virica aislada puede usarse para
infectar una célula en la que la célula infectada se usa para generar la respuesta inmunogeénica.

La particula virica aislada puede formularse para suministro directo al sistema nervioso central, fuera de la barrera
hematoencefalica, dentro de la barrera hematoencefalica o cualquier combinacién de las mismas. La particula virica
aislada puede formularse para administracion mediante inyeccion intratecal, intravenosa o intracraneal.

La célula infectada puede formularse para suministro directo al sistema nervioso central, fuera de la barrera
hematoencefalica, dentro de la barrera hematoencefalica o cualquier combinacién de las mismas. La célula infectada
puede formularse para administracion mediante inyeccion intratecal, intravenosa o intracraneal.

De acuerdo con otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un método para tratar cancer que
comprende administrar una particula virica aislada de acuerdo con la presente divulgaciéon a un paciente que tenga
cancer. El cancer puede ser un cancer cerebral. El cancer cerebral puede ser un glioblastoma.

La particula virica aislada puede administrarse al paciente directamente. Por ejemplo, la particula virica aislada
puede administrarse directamente al sistema nervioso central, fuera de la barrera hematoencefalica, dentro de la
barrera hematoencefalica, o cualquier combinacién de las mismas. La particula virica aislada puede administrarse al
paciente por via intratecal, por via intravenosa o mediante inyeccion intracraneal.

Como alternativa, una célula puede infectarse con la particula virica aislada y la célula infectada puede administrarse
al paciente. La célula infectada puede administrarse directamente al sistema nervioso central, fuera de la barrera
hematoencefalica, dentro de la barrera hematoencefalica o cualquier combinacién de las mismas. La célula infectada
puede administrarse al paciente por via intratecal, por via intravenosa o mediante inyeccion intracraneal.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente divulgacion, se proporciona un método para inducir una respuesta
inmunogénica en un paciente, incluyendo el método administrar una particula virica aislada de acuerdo con la
presente divulgacion al paciente.

La particula virica aislada puede administrarse al paciente directamente. Por ejemplo, la particula virica aislada
puede administrarse directamente al sistema nervioso central, fuera de la barrera hematoencefalica, dentro de la
barrera hematoencefalica o cualquier combinacién de las mismas. La particula virica aislada puede administrarse al
paciente por via intratecal, por via intravenosa o mediante inyeccion intracraneal.
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Como alternativa, una célula puede infectarse con la particula virica aislada y la célula infectada puede administrarse
al paciente. La célula infectada puede administrarse directamente al sistema nervioso central, fuera de la barrera
hematoencefalica, dentro de la barrera hematoencefalica o cualquier combinacién de las mismas. La célula infectada
puede administrarse al paciente por via intratecal, por via intravenosa o mediante inyeccion intracraneal.

De acuerdo con un aspecto adicional mas de la presente divulgacion, se proporciona un kit para el tratamiento del
cancer en un paciente, incluyendo el kit: una particula virica aislada de la presente divulgacion e instrucciones para
administracion de la particula virica aislada al paciente.

El cancer puede ser un cancer cerebral. El cancer cerebral puede ser un glioblastoma.

La particula virica aislada puede formularse para suministro directo al sistema nervioso central, fuera de la barrera
hematoencefalica, dentro de la barrera hematoencefalica o cualquier combinacién de las mismas. La particula virica
aislada puede formularse para administracion mediante inyeccion intratecal, intravenosa o intracraneal.

Como alternativa, la particula virica aislada puede formularse para infeccién de una célula en la que la célula es para
suministro al sistema nervioso central, fuera de la barrera hematoencefalica, dentro de la barrera hematoencefalica o
cualquier combinacion de las mismas. La célula puede ser para administracion mediante inyeccion intratecal,
intravenosa o intracraneal.

Otros aspectos y caracteristicas de la presente divulgacion resultaran evidentes para los expertos habituales en la
materia tras la revision de la siguiente descripcion de realizaciones especificas junto con las figuras adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

Se describiran ahora realizaciones de la presente divulgacion, solamente como ejemplo, en referencia a las figuras
adjuntas.

Figura 1. Introduccion al Virus FMT: A) Region aislada; B) El Alineamiento de Aminoacidos por Blast de 5 posibles
fases abiertas de lectura (ORF) de FMT (N, P, G, M y L) revela poca homologia de secuencia con secuencias
conocidas en la base de datos de NCBI; C) gel de SDS PAGE de virus FMT que muestra 4 de las 5 proteinas de
ORF de FMT predichas; D) Arbol filogenético de diversos rhabdovirus; E) Ejemplo de una cepa de FMT que expresa
GFP completamente replicativa; y F) Microfotografia electrénica de virion de FMT (adaptado de Tesh et al,
Emerging Infeci Dis. 2002).

Figura 2. Perfil de seguridad de FMT: A) Exploracion de neurotoxicidad intracraneal para rhabdovirus; B) Evaluacion
de la funcién motora por tiempo en rotorod después de inyeccion intracerebral de FMT en ratones Balb/C; C)
determinacion de DTM de FMT en ratones Balb/C a los que se ha inyectado IV dosis crecientes (3xe6 ufp-3e9 ufp)
de virus FMT; D) Deteccion de virus FMT viables 3 meses después de la inoculacién; E) Histopatologia del cerebro
después de inoculacién intracelular con FMT, VSV o PBS.

Figura 3. FMT destruye fuerte y selectivamente células tumorales cerebrales: A) Sumario de citotoxicidad de virus
FMT in vitro; B) FMT es un destructor fuerte y selectivo de lineas celulares de GBM; C) Evaluacion de la fuerza de
FMT contra células tumorales y normales.

Figura 4. Eficacia In Vivo de FMT en modelos preclinicos de GBM: A) Modelo de Xenoinjerto de Glioma Humano U-
87 MG; B) Representacion de supervivencia de Kaplan Meier de animales tratados con una Unica dosis IC (1e5 ufp)
o IV (5e8 ufp); C) Microfotografia de fluorescencia de cerebro de ratén infectado con simulacién (con tumor U87MG
marcado con GFP) frente a cerebro de ratén tratado con FMT; D) Modelo de GBM de ratén Singénico Tardio usando
la linea celular CT2A tratada tanto IC como IV con FMT o PBS.

Figura 5. El virus FMT induce inmunidad antitumoral: A) ratones C57/B6 implantados con células de glioma murino
CT2A en el cuerpo estriado y tratados con FMT y curados del tumor inicial y después expuestos a células CT2A
implantadas en el cuerpo estriado frente a ratones sin tratamiento previo con células CT2A implantadas como
control; B) ratones C57/B6 con implantacién de células de glioma murino CT2A en el cuerpo estriado y que se
permite que desarrollen tumores recibieron inyecciones de suero policlonal anti CD8 para retirar linfocitos T CD8+ o
suero preinmunitario coincidente como control, y después ambos grupos se trataron con una Unica dosis intracraneal
de FMT para inducir regresiones tumorales.

Figura 6. El virus FMT bloquea la produccién de IFN e infecta de forma productiva células tumorales y normales: A)
transferencia de Western de células tumorales cerebrales humanas (SNB19) y astrocitos humanos normales
primarios (NHA) que muestran infeccion por virus FMT y produccidon de proteinas; B) Curva de crecimiento de
produccion de virus FMT en células SNB19 y NHA; C) Microscopia de fluorescencia de virus rec-FMT o Maraba-A51
que expresa GFP afadido a una monocapa de células GM38 con y sin tratamiento con la proteina B18R inhibidora
de interferén de tipo | derivada de virus vaccinia (W-B18R); D) Tamafio de placas y focos de infeccion medido a
partir de microscopia de fluorescencia; E) Bioensayo de interferon en células PC3.
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Figura 7. Mecanismo Nuevo de Direccion Tumoral: A) Titulo virico determinado en Teratocarcinoma y células NT2
diferenciadas infectadas con los virus indicados; B) Teratocarcinoma y células NT2 diferenciadas infectadas con los
virus indicados y ensayadas con respecto a viabilidad usando colorante metabdlico de Alamar blue; C) transferencia
de Western de varios componentes de la cascada de sefializacion apoptética celular después de infecciéon de células
tumorales (SNB19) o normales (NHA); D. Esquema de la cascada de sefializacion de apoptosis celular.

Descripcion
Definiciones
A lo largo de la presente divulgacion, se emplean varios términos que se definen en los siguientes parrafos.

Como se usa en el presente documento, las palabras “desear” o “deseable” se refieren a realizaciones de la
tecnologia que proporcionan ciertos beneficios, en ciertas circunstancias. Sin embargo, también pueden ser
deseables otras realizaciones, en las mismas circunstancias o en otras. Ademas, la enumeracién de una o mas
realizaciones deseadas no implica que otras realizaciones no sean utiles, y no se pretende que excluya otras
realizaciones del alcance de la tecnologia.

Como se usa en el presente documento, se pretende que la palabra “incluir’, y sus variantes, no sea limitante, de
modo que la enumeracion de articulos en una lista no excluya otros articulos similares que también pueden ser Utiles
en los materiales, las composiciones, los dispositivos y los métodos de la presente tecnologia. De forma similar, no
se pretende que los términos “puede” y “podria” sean limitantes, de modo que la indicacion de que una realizacion
puede o podria comprender ciertos elementos o caracteristicas no excluye otras realizaciones de la presente
tecnologia que no contienen esos elementos o caracteristicas.

Aunque la expresion abierta “que comprende”, como un sindnimo de términos no restrictivos tales como que incluye,
que contiene o que tiene, se usa en el presente documento para describir y reivindicar realizaciones de la presente
tecnologia, las realizaciones pueden describirse de forma alternativa usando expresiones mas limitantes tales como
“que consiste en” o “que consiste esencialmente en”. Por lo tanto, para cualquier realizacién dada que enumere
materiales, componentes o etapas del proceso, la presente tecnologia también incluye especificamente
realizaciones que consisten en, o consisten esencialmente en, dichos materiales, componentes o0 procesos
excluyendo materiales, componentes o procesos adicionales (para que consiste en) y excluyendo materiales,
componentes o procesos adicionales que afecten a las propiedades significativas de la realizacion (para que
consiste esencialmente en), incluso aunque dichos materiales, componentes o procesos adicionales no se
enumeren explicitamente en la presente solicitud. Por ejemplo, la enumeracion de una composicion o un proceso
enumerando los elementos A, B y C prevé especificamente realizaciones que consisten en, y consisten
esencialmente en A, B y C, excluyendo un elemento D que pueda enumerarse en la técnica, incluso aunque el
elemento D no se describa de forma explicita como excluido en el presente documento.

Como se indica en el presente documento, todos los porcentajes de composicion son en peso de la composicion
total, a no ser que se especifique de otro modo. Las divulgaciones de intervalos son, a no ser que se especifique de
otro modo, inclusivas de puntos finales e incluyen todos los valores distintos e intervalos divididos adicionalmente
dentro del intervalo completo. Por lo tanto, por ejemplo, un intervalo “de A a B” o “de aproximadamente A a
aproximadamente B” incluye A y B. La divulgaciéon de valores e intervalos de valores para parametros especificos
(tales como temperaturas, pesos moleculares, porcentajes de peso, etc.) no excluyen otros valores e intervalos de
valores utiles en el presente documento. Se prevé que dos o mas valores ejemplificados especificos para un
parametro dado pueden definir puntos finales para un intervalo de valores que pueden reivindicarse para el
parametro. Por ejemplo, si se ejemplifica que el parametro X en el presente documento tiene el valor A y también se
ejemplifica que tiene el valor Z, se prevé que el parametro X puede tener un intervalo de valores de
aproximadamente A a aproximadamente Z. De forma similar, se prevé que la divulgacion de dos o mas intervalos de
valores para un parametro (sean dichos intervalos anidados, solapantes o distintos) subsume todas las posibles
combinaciones de intervalos para el valor que podrian reivindicarse usando puntos finales de los intervalos
desvelados. Por ejemplo, si se ejemplifica en el presente documento que el parametro X tiene valores en el intervalo
de 1-10, o0 2-9, o0 3-8, también se prevé que el parametro X pueda tener otros intervalos de valores incluyendo 1-9, 1-
8, 1-3, 1-2, 2-10, 2-8, 2-3, 3-10 y 3-9.

“Un” como se usa en el presente documento indica que “al menos uno” del articulo esta presente; una pluralidad de
dichos articulos pueden estar presentes, cuando sea posible.

“Aproximadamente” cuando se aplica a valores indica que el calculo o la medida permite alguna imprecision ligera
en el valor (con algun enfoque para exactitud en el valor; aproximadamente o razonablemente cercano al valor;
casi). Si, por alguna razén, la imprecision proporcionada por “aproximadamente” no se entiende de otro modo en la
técnica con este significado ordinario, entonces “aproximadamente” como se usa en el presente documento indica al
menos variaciones que pueden surgir de métodos ordinarios de medicién o uso de dichos parametros.
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Como se usa en el presente documento, la expresion “y/o” incluye todas y cada una de las combinaciones de uno o
mas de los articulados enumerados asociados.

Como se usa en el presente documento, se entenderia que un virus que tiene “niveles reducidos de neurotoxicidad”
o “neurotoxicidad reducida” se refiere a un virus que, cuando se inyecta en el cuerpo estriado derecho de un cerebro
de ratén a una dosis dada, da como resultado un ratén con menos signos de neurotoxicidad (por ejemplo, pérdida de
peso, piloereccion, paralisis de las patas posteriores, morbilidad y mortalidad) que un ratén al que se inyecta virus
maraba de tipo silvestre.

Como se usa en el presente documento, se entenderia que “sustancialmente sin nivel de neurotoxicidad” o
“sustancialmente sin neurotoxicidad” se refieren a un virus que, cuando se inyecta por via intracerebral a un ratén a
1e6 ufp, da como resultado un ratén sin signos detectables de funcion motora reducida como se mide por el tiempo
en un rotorod en comparacion con el raton antes de la inyeccién con el virus.

Descripcion detallada de ciertas realizaciones

De los mas de 250 rhabdovirus identificados en la actualidad, se ha determinado que varios rhabdovirus de tipo
silvestre aislados son eficaces en la destruccion de lineas celulares tumorales del SNC manteniendo al mismo
tiempo la atenuacion en astrocitos humanos normales y neuronas postmitéticas. También se ha determinado que
varios de estos aislados viricos fuertes demuestran atenuacién notable, dando como resultado 100 % de
supervivencia después de la inoculacion intracerebral. Esto esta en fuerte contraste con los virus Maraba y VSV
previamente ensayados.

En general, la presente divulgacién proporciona un virus oncolitico para el tratamiento del cancer. Los virus
oncoliticos pueden usarse para tratar el cancer administrando directamente el virus a un paciente, o infectando una
célula con el virus y administrando la célula infectada al paciente para suministrar el virus. La célula para infectar por
el virus puede ser una célula cancerosa del paciente. En algunos ejemplos, el cancer para tratar es cancer cerebral,
tal como glioma maligno. Un ejemplo de un glioma maligno es glioblastoma. El virus oncolitico puede mostrar niveles
reducidos de neurotoxicidad.

El virus oncolitico puede ser una particula virica aislada capaz de producir un polinucleétido de ADNc que incluye
una secuencia de acuerdo con SEQ ID NO: 1 cuando el virus esté en una célula hospedadora.

El virus oncolitico puede ser una particula virica aislada que incluye un polinucleétido de ARN que incluye una
secuencia de acuerdo con SEQ ID NO: 2.

El virus oncolitico puede ser una particula virica aislada que tiene un genoma que incluye fases abiertas de lectura
que codifican: una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 3, o una variante de la misma; una
proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 4, o una variante de la misma; una proteina que tiene
una secuencia que comprende SEQ ID NO: 5, o una variante de la misma; una proteina que tiene una secuencia
que comprende SEQ ID NO: 6, o una variante de la misma; y una proteina que tiene una secuencia que comprende
SEQ ID NO: 7, o una variante de la misma.

La variante de una proteina de referencia puede ser una proteina que tenga una secuencia que es al menos 75 %, al
menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % idéntica a la secuencia de la proteina de referencia, y
en la que la proteina o variante mantiene la misma funcion bioldgica que la proteina de referencia.

En algunos ejemplos, al menos una de las fases abiertas de lectura codifica una proteina que tiene una secuencia
que es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, 4, 5, 6 y 7. En dichos ejemplos, la
variante de una proteina de referencia puede ser una proteina que tenga una secuencia que sea al menos 50 %, al
menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 % o al menos 95 % idéntica a la secuencia de la proteina de referencia, y en la que la proteina variante
mantiene la misma funcién biolégica que la proteina de referencia.

El genoma virico puede incluir fases abiertas de lectura que codifican: una proteina que tiene una secuencia que
comprende SEQ ID NO: 3; una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 4; una proteina que
tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 5; una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID
NO: 6; y una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 7.

La particula virica aislada puede incluir ademas al menos una fase abierta de lectura adicional para codificar al
menos una proteina adicional. La proteina adicional puede ser una proteina inmunogénica.

El virus oncolitico puede ser una particula virica aislada capaz de producir un polinucleétido de ADNc cuando el
virus esta en una célula hospedadora, teniendo el polinucleétido de ADNc una secuencia que incluye: SEQ ID NO: 8,
0 una variante conservativa de la misma; SEQ ID NO: 9, o una variante conservativa de la misma; 2894-3340 de
SEQ ID NO: 10, o una variante conservativa de la misma; SEQ ID NO: 11 o una variante conservativa de la misma;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2627 529 T3

SEQ ID NO: 12, o una variante conservativa de la misma; y promotores de las mismas.

La variante conservativa de una secuencia de nucleétidos puede ser una secuencia que es al menos 75 %, al menos
80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % idéntica a la secuencia de referencia de nucleétidos. La
variante conservativa puede ser una secuencia que comprende una o mas sustituciones silenciosas.

Una particula virica aislada de acuerdo con la presente divulgacion puede usarse para el tratamiento de cancer. El
cancer puede ser un cancer cerebral. El cancer cerebral puede ser un glioblastoma. La particula virica aislada puede
usarse para el tratamiento de cancer infectando una célula con el virus y la célula infectada puede usarse para
suministrar el virus a un paciente. Se analizan técnicas para infectar una célula con un virus y usar la célula
infectada para suministrar el virus, por ejemplo en: Power AT, et al. Carrier cell-based delivery of an oncolytic virus
circumvents antiviral immunity. Mol Ther. ene 2007; 15(1):123-30; y Tyler MA, et al. Neural stem cells target
intracranial glioma to deliver an oncolytic adenovirus in vivo. Gene Ther. feb 2009; 16(2); 262-78.

Una particula virica aislada de acuerdo con la presente divulgacion puede usarse para inducir una respuesta
inmunogénicas en una persona a la que se administra el virus. La respuesta inmunogénicas puede ser una
respuesta antineoplasica. La particula virica aislada puede usarse para inducir una respuesta inmunogénica
infectando una célula con el virus y la célula infectada puede usarse para suministrar el virus a la persona.

La particula virica aislada puede formularse para suministro directo al sistema nervioso central, fuera de la barrera
hematoencefalica, dentro de la barrera hematoencefalica o cualquier combinacién de las mismas. Por ejemplo la
particula virica aislada puede formularse para administracion mediante inyeccion intratecal, intravenosa o
intracraneal.

Una particula virica aislada de acuerdo con la presente divulgacion puede usarse en un método para tratamiento del
cancer, en el que el método incluye administrar una particula virica aislada de acuerdo con la presente divulgacion a
un paciente que tenga cancer. El cancer puede ser un cancer cerebral. El cancer cerebral puede ser un
glioblastoma. La particula virica aislada puede administrarse al paciente directamente al sistema nervioso central,
fuera de la barrera hematoencefalica, dentro de la barrera hematoencefalica o cualquier combinacién de las mismas.
Por ejemplo, la particula virica aislada puede administrarse por via intratecal, por via intravenosa o mediante
inyeccion intracraneal. La particula virica aislada puede administrarse directamente al paciente o puede
administrarse al paciente infectando una célula con el virus y administrando la célula infectada al paciente.

Una particula virica aislada de acuerdo con la presente divulgacion puede usarse en un método para inducir una
respuesta inmunogénica en un paciente, en el que el método incluye administrar una particula virica aislada de
acuerdo con la presente divulgacion al paciente. La particula virica aislada puede administrarse al paciente
directamente al sistema nervioso central, fuera de la barrera hematoencefalica, dentro de la barrera
hematoencefalica o cualquier combinacion de las mismas. Por ejemplo, la particula virica aislada puede
administrarse por via intratecal, por via intravenosa o mediante inyeccion intracraneal.

Una particula virica aislada de acuerdo con la presente divulgacion puede incluirse en un kit para el tratamiento de
cancer en un paciente, incluyendo el kit: la particula virica aislada de acuerdo con la presente divulgacion; e
instrucciones para administracion de la particula virica aislada al paciente. El cancer puede ser un cancer cerebral.
El cancer cerebral puede ser un glioblastoma. La particula virica aislada puede formularse para suministro directo al
sistema nervioso central, fuera de la barrera hematoencefalica, dentro de la barrera hematoencefalica, o cualquier
combinacion de las mismas. Por ejemplo la particula virica aislada puede formularse para administracion mediante
inyeccion intratecal, intravenosa o intracraneal.

Un ejemplo de un rhabdovirus que se ha determinado que es eficaz en la destruccion de lineas celulares tumorales
del SNC conservando al mismo tiempo la atenuacion en astrocitos humanos normales y neuronas postmitéticas fue
el rhabdovirus de Farmington (FMT). Véase Ejemplo 1 y Figura 1 para un analisis de los componentes genéticos del
FMT. Resulta interesante que el FMT muestra poca o ninguna homologia de secuencia con otros rhabdovirus de los
seis géneros actuales y por lo tanto puede constituir un séptimo género en los Rhabdoviridae. Se ha determinado
que este virus muestra neurotoxicidad reducida después de administracion intracraneal (véase Ejemplo 2 y Figura
2). El virus FMT también demostré selectividad tumoral in vitro (véase Ejemplo 3 y Figura 3), y seguridad y eficacia
después de administracion intracraneal o sistémica en modelos de raton singénicos y de xenoinjerto de glioblastoma
(véase Ejemplo 4 y Figura 4).

Como se ha analizado anteriormente, se determiné que varios virus, incluyendo Maraba (MRB), Farmington (FMT) y
Carajas (CRJ), tenian fuerte capacidad de destruccion contra una diversidad de lineas celulares cancerosas del
panel de células NC60. También se determind que estos virus tenian la capacidad de erradicar lineas celulares
tumorales del SNC. Estos virus se ensayaron con respecto a su seguridad y eficacia in vitro e in vivo.

También se sabe que virus previos, tales como las cepas de tipo silvestre y atenuada de VSV, son fuertes
destructores de lineas celulares del SNC. Sin embargo, son notablemente neurotéxicos y el tratamiento con dichos
virus da como resultado con frecuencia pérdida de peso rapida y paralisis tras inyeccion intracerebral a dosis muy
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bajas. Dicha neurotoxicidad evita la aplicacion de VSV para tratar el cancer cerebral.

Como se ilustra en el Ejemplo 2 y la Figura 2, se ha determinado que, como VSV, tanto CRJ como MRB también
dan como resultado neurotoxicidad en ratones Balb/C en un periodo de 2-7 dias después de la administracion. Sin
embargo, se ha determinado sorprendentemente que FMT no demostré neurotoxicidad hasta 30 dias después de la
inyeccion intracraneal directa (IC) de 1e6ufp.

Se determin6 que FMT era capaz de destruir células GBM a bajas multiplicidades de infeccion, y se determiné que
poseia cinética de replicacion y grandes tamafios de estallido que rivalizaban con los del virus Maraba altamente
litico. También se determind que FMT era escasamente citolitico en astrocitos humanos normales y neuronas
primarias (véase Ejemplo 3 y Figura 3). EI mecanismo de selectividad tumoral parece ser independiente de la
sefializacion del interferon, como es actualmente el mecanismo establecido de selectividad que gobierna los agentes
oncoliticos basados en rhabdovirus. FMT parece infectar células normales igualmente a células tumorales, pero
solamente induce apoptosis en células tumorales. Se ha determinado que FMT no desencadena caspasa 8 en
células normales, incluso aunque hay una sintesis de proteinas de virus robusta. Ademas, el mecanismo de
citotoxicidad selectiva del FMT hizo al virus no neurotéxico a pesar de su fuerte capacidad para bloquear la
produccion de interferon (IFN). Esto indica que las infecciones por rhabdovirus del SNC no pueden controlarse
eficazmente por defensas antiviricas de interferén cuando se suministran virus directamente al cerebro. Cuando se
suministré por via periférica, se determiné que FMT estaba tan atenuado como las cepas MR MG1 o deltaM51 de
VSV modificadas técnicamente previamente publicadas.

Como se ilustra en el Ejemplo 4 y la Figura 4, el virus FMT puede usarse para tratar xenoinjerto humano y modelos
singénicos inmunocompetentes por administracion local regional o sistémica. La eficacia in vivo en un modelo
U87MG ortotépico humano después de una uUnica dosis IC o IV de FMT se describe en el Ejemplo 4. De hecho, IV
incluso adquirié curas duraderas. Indudablemente ambos modos de suministro no son solamente capaces de tratar
el glioma primario sino que también son capaces de tratar eficaz y duraderamente metastasis espinal U87MG en el
100 % de los animales. Basandose en estos resultados, se espera que el virus FMT pueda usarse para tratar otros
canceres, tales como, por ejemplo, meduloblastomas. Se espera que el virus FMT pueda usarse para tratar
canceres primarios asi como canceres metastatizados, tales como al SNC. Aunque el virus FMT muestra
neurotoxicidad reducida y es, por esta razon, adecuado para su uso en el tratamiento de tumores neuroldgicos,
deberia entenderse que el virus FMT puede usarse para el tratamiento de canceres no neurolégicos. Debia
entenderse también que otros virus de acuerdo con la presente divulgaciéon podrian usarse para el tratamiento de
canceres no neurolégicos.

Se ha demostrado que el virus FMT induce una inmunidad antitumoral. Como se ilustra en el Ejemplo 5 y la Figura 5,
los ratones que albergaban previamente tumores CT-2A que se habian tratado con éxito con infusiones de virus
FMT IC se inyectaron una segunda vez con células CT-2A directamente en el cerebro. Se determiné que ratones
previamente curados rechazaron las células. Cuando, simultdneamente con el tratamiento de virus FMT, se retiraron
linfocitos T citotoxicos (CTL) usando anticuerpos dirigidos hacia CD8, se determiné que en todos los ratones
desprovistos de sus linfocitos T CD8+ volvieron a crecer con el tiempo las células CT-2A posteriormente inyectadas
y la terapia fracaso. Esto sugiere que ademas de dirigir la lisis de células tumorales y de otros posibles mecanismos
de accidn, el virus FMT induce una inmunidad antitumoral cuando estan presentes CTL. En consecuencia, se espera
que un virus de acuerdo con la presente divulgacion pueda usarse para inducir una respuesta inmunitaria en un
paciente expuesto al virus. La respuesta inmunitaria puede ser, por ejemplo, una respuesta inmunitaria
antineoplasica.

Varios grupos han mostrado también eficacia impresionante en el modelo U87MG pero en pocas ocasiones en un
modelo de GBM inmunocompetente singénico. Ademas, los modelos de GBM se tratan con frecuencia en tiempos
predeterminados cuando los animales aun estan sanos y los tumores son supuestamente pequefios. En los
ejemplos analizados en el presente documento, el tratamiento comenzoé 14 dias después de la implantacién, que es
aproximadamente 4-7 dias antes de que los animales presentaran sintomas de su enfermedad. En el modelo de
GBG singénico de CT-2A ortotdpico, el tratamiento comenzo en un estadio (19 dias después de la implantacion) en
el que los animales comenzaron a presentar sintomas evidentes de enfermedad. Estos sintomas incluyen falta de
acicalamiento, hidrocefalia y fenotipo encorvado. Se cree que este protocolo de tratamiento es particularmente
relevante para la situacion clinica en la que los pacientes se diagnostican y tratan después de presentar los
sintomas. En los ejemplos analizados en el presente documento, se administré una dosis individual IC o 6 dosis IV
de FMT. Los resultados demostraron un perfil de supervivencia similarmente significativo que conseguia una
prolongacion significativa de la supervivencia y varios ratones en cada grupo (20-30 %) se curaron de forma
duradera mas alla de 100 dias. El modelo CT-2A se eligié porque dio como resultado un tumor infiltrante agresivo y
comparte perfiles proliferativos, metabdlicos, histolégicos e inmunohistoquimicos observados en glioblastoma
multiforme humano.

También se demostré que el virus FMT no distingue células tumorales de no tumorales mediante infectividad
diferencial o produccion de proteinas viricas (véase Ejemplo 6 y Figura 6). El virus FMT es productor de forma
similar en células no cancerosas en comparacion con cancerosas. El Ejemplo 6 también demostré que el genoma
del virus FMT de tipo silvestre puede mutarse para incluir una proteina adicional, en el presente ejemplo la proteina
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adicional ahadida al genoma de virus FMT de tipo silvestre fue proteina verde fluorescente (GFP). Se demostré que
el “virus rec-FMT-GFP” mutado resultante bloqueaba la respuesta de interferén de tipo | humano e infectaba de
forma productiva células tanto cancerosas como no cancerosas.

También se demostré que el virus FMT inducia muerte celular de una manera dependiente del umbral antiapoptético
de las células infectadas y no de la productividad de la infeccion virica dentro de la célula infectada (véase Ejemplo 7
y Figura 7). La infeccién virica FMT de una célula parece iniciar la activacion (escision) de caspasa 8, caspasa 9,
dominio de interaccion con BH3 y polimerasa Poli(ADP-ribosa) en células tumorales.

En resumen, FMT es un virus oncolitico ejemplar de acuerdo con la presente divulgacion, y que se ha demostrado
que tiene un indice terapéutico alto contra lineas celulares de cancer cerebral humano y muestras de pacientes in
vitro, y que ha demostrado fuerte eficacia cuando se usa para tratar modelos preclinicos de cancer cerebral. En
consecuencia, se espera que puedan usarse particulas viricas aisladas de acuerdo con la presente divulgacion para
tratar el cancer, tal como cancer cerebral (por ejemplo glioblastoma). También se espera que puedan usarse
particulas viricas aisladas de acuerdo con la presente divulgacion para inducir una respuesta inmunogénica, tal
como una respuesta antineoplasica, en una persona a la que se administra el virus.

Secuencias polinucleotidicas y de aminoacidos

Se proporcionan polinucledtidos que comprenden secuencias de acido nucleico (por ejemplo, ADN y ARN) y
secuencias de aminoacidos (por ejemplo, proteinas) que pueden usarse en una diversidad de métodos y técnicas
conocidos por los expertos en la materia de la biologia molecular. Estos incluyen formas aisladas, purificadas y
recombinantes de las secuencias enumeradas e incluyen ademas formas completas o parciales de las secuencias
enumeradas. Los usos no limitantes de secuencias de aminoacidos incluyen preparacion de anticuerpos para
proteinas o péptidos que comprenden las secuencias de aminoacidos desveladas. Los usos no limitantes de las
secuencias polinucleotidicas incluyen preparacion de sondas de hibridacion, como cebadores para su uso en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para mapeo de cromosomas y genes, y similares. Pueden usarse
secuencias de aminoacidos o polinucledtidos completas o parciales en dichos métodos y técnicas.

La presente divulgacion presenta la identificacion de secuencias polinucleotidicas, incluyendo secuencias génicas y
secuencias de acido nucleico codificantes, y secuencias de aminoacidos. Ademas de las secuencias proporcionadas
expresamente en el listado de secuencias adjunto, también se incluyen secuencias polinucleotidicas que estan
relacionadas estructural y/o funcionalmente. También se incluyen secuencias polinucleotidicas que hibridan en
condiciones rigurosas con cualquiera de las secuencias polinucleotidicas en el listado de secuencias, o una
subsecuencia de las mismas (por ejemplo, una subsecuencia que comprende al menos 100 nucledtidos contiguos).
Las secuencias polinucleotidicas también incluyen secuencias y/o subsecuencias configuradas para la produccion
y/o traduccion de ARN, por ejemplo, ARNm, ARN antisentido, ARN con sentido, silenciamiento de ARN vy
configuraciones de interferencia, etc.

Pueden usarse secuencias polinucleotidicas que son sustancialmente idénticas a las proporcionadas en el listado de
secuencias en las composiciones y los métodos desvelados en el presente documento. Se definen secuencias
polinucleotidicas sustancialmente similares o sustancialmente idénticas como secuencias polinucleotidicas que son
idénticas, nucledtido a nucleétido, con al menos una subsecuencia de un polinucleétido de referencia. Dichos
polinucleétidos pueden incluir, por ejemplo, inserciones, supresiones y sustituciones en relacién con cualquiera de
los enumerados en el listado de secuencias. Por ejemplo, dichos polinucleétidos son tipicamente al menos
aproximadamente 70 % idénticos a un polinucledtido de referencia seleccionado de los del listado de secuencias, o
una subsecuencia del mismo. Por ejemplo, al menos 7 de 10 nucledtidos dentro de una ventana de comparacion son
idénticos a la secuencia de referencia seleccionada. Ademas, dichas secuencias pueden ser al menos
aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 85 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 % o al menos aproximadamente 99,5 %, idénticas a la
secuencia de referencia. Las subsecuencias de estos polinucleétidos pueden incluir al menos aproximadamente 5, al
menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 15, al menos aproximadamente 20, al menos
aproximadamente 25, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 75, al menos aproximadamente
100, al menos aproximadamente 500, aproximadamente 1000 o mas, nucleétidos contiguos o subsecuencias
complementarias. Dichas subsecuencias pueden ser, por ejemplo, oligonucleétidos, tales como oligonucledtidos
sintéticos, oligonucledtidos aislados o genes de longitud completa o ADNc. Se incluyen secuencias polinucleotidicas
complementarias de cualquiera de las secuencias descritas.

Las secuencias de aminoacidos incluyen las secuencias de aminoacidos representadas en el listado de secuencias,
y subsecuencias de las mismas. También se incluyen secuencias de aminoacidos que estan muy relacionadas
estructural y/o funcionalmente. Por ejemplo, ademas de las secuencias de aminoacidos en el listado de secuencias,
pueden usarse secuencias de aminoacidos que son sustancialmente idénticas en las composiciones y los métodos
desvelados. Las secuencias de aminodacidos sustancialmente idénticas o sustancialmente similares se definen como
secuencias de aminoacidos que son idénticas aminoacido a aminoacido, con al menos una subsecuencia de una
secuencia de aminoacidos de referencia. Dichas secuencias de aminoacidos pueden incluir, por ejemplo,
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inserciones, supresiones y sustituciones en relacion con cualquiera de las secuencias de aminoacidos en el listado
de secuencias. Por ejemplo, dichos aminoacidos son tipicamente al menos aproximadamente 70 % idénticos a una
secuencia de aminoacidos de referencia, o una subsecuencia de la misma. Por ejemplo, al menos 7 de 10
aminoacidos dentro de una ventana de comparacion son idénticos a la secuencia de aminoacidos de referencia
seleccionada. Frecuentemente, dichas secuencias de aminoacidos son al menos aproximadamente 70 %, al menos
aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 85 %, al menos
aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 98 %, al menos
aproximadamente 99 % o al menos aproximadamente 99,5 %, idénticas a la secuencia de referencia. Las
subsecuencias de las secuencias de aminoacidos pueden incluir al menos aproximadamente 5, al menos
aproximadamente 10, al menos aproximadamente 15, al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente
25, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 75, al menos aproximadamente 100, al menos
aproximadamente 500, aproximadamente 1000 o mas, aminoacidos contiguos. También son posibles variantes
conservativas de secuencias o subsecuencias de aminoacidos. Las secuencias de aminoacidos pueden ser
inmunogénicas, enzimaticamente activas, enzimaticamente inactivas y similares.

Cuando las secuencias polinucleotidicas se traducen para formar un polipéptido o subsecuencia de un polipéptido,
los cambios de nucledtidos pueden dar como resultado sustituciones de aminoacidos conservativas o no
conservativas. Las sustituciones de aminoacidos conservativas se refieren a la intercambiabilidad de restos que
tienen cadenas laterales funcionalmente similares. Se conocen bien en la técnica tablas de sustituciones
conservativas que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares. La Tabla 1 expone ejemplos de seis grupos
que contienen aminoacidos que son “sustituciones conservativas” entre si. Estan disponibles en la técnica otros
diagramas de sustituciones conservativas, y pueden usarse de una manera similar.

Tabla 1
Grupo de Sustitucién Conservativa
1 Alanina (A) Serina (S) Treonina (T)
2 Acido aspartico (D) Acido glutamico (E)
3 Asparagina (N) Glutamina (Q)
4 Arginina (R) Lisina (K)
5 Isoleucina (1) Leucina (L) Metionina (M) Valina (V)
6 Fenilalanina (F) Tirosina (1) Triptofano (W)

Un experto en la materia apreciara que muchas sustituciones conservativas producen construcciones
funcionalmente idénticas. Por ejemplo, como se ha analizado anteriormente, debido a la degeneracion del codigo
genético, las “sustituciones silenciosas” (es decir, sustituciones en una secuencia polinucleotidica que no dan como
resultado una alteracion en un polipéptido codificado) son una caracteristica implicita de cada secuencia
polinucleotidica que codifica un aminoacido. De forma similar, “sustituciones de aminoacidos conservativas” en uno
o algunos aminoacidos en una secuencia de aminoacidos (por ejemplo, aproximadamente 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %,
6 %, 7%, 8%, 9%, 10 % o mas) se sustituyen con aminoacidos diferentes con propiedades muy similares, y
también se identifican facilmente como muy similares a una construccion desvelada. Dichas variaciones
conservativas de cada secuencia desvelada también se contemplan.

Se conocen ampliamente en la técnica métodos para obtener variantes conservativas, asi como versiones mas
divergentes de las secuencias polinucleotidicas y de aminoacidos. Ademas de homélogos de origen natural que
pueden obtenerse, por ejemplo, explorando bibliotecas genémicas o de expresién de acuerdo con cualquiera de una
diversidad de protocolos bien establecidos, véase, por ejemplo, Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Biology
(suplementado hasta 2004) John Wiley and Sons, Nueva York (“Ausubel”); Sambrook et al. Molecular Cloning-A
Laboratory Manual (22 Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring HarborLaboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989 (“Sambrook”) y
Berger y Kimmel Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology volumen 152 Academic Press,
Inc., San Diego, California (“Berger”), pueden producirse variantes adicionales por cualquiera de una diversidad de
procedimientos de mutagénesis. Muchos de dichos procedimientos se conocen en la técnica, incluyendo
mutagénesis dirigida, mutagénesis dirigida a oligonucledtidos y muchos otros. Por ejemplo, se describe la
mutagénesis dirigida, por ejemplo, en Smith (1985) “In mutagenesis in vitro” Ann, Rev. Genet. 19: 423-462, y
referencias en la misma, Botstein y Shortle (1985) “Strategies and applications of mutagenesis in vitro” Science 229:
1193-1201; y Carter (1986) “Site-directed mutagenesis” Biochem. J. 237: 1-7. Se describe la mutagénesis dirigida a
oligonucledtidos, por ejemplo, en Zoller y Smith (1982) “Oligonucleotide-directed mutagenesis using M13-derived
vectors: an efficient and general procedure for the production of point mutations in any DNA fragment” Nucleic Acids
Res. 10: 6487-6500). Se describe la mutagénesis usando bases modificadas, por ejemplo, en Kunkel (1985) “Rapid
and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic selection” Proc. Nati. Acad. Sci. USA 82: 488-492, y Taylor
et al. (1985) “The rapid generation of oligonucleotide-directed mutations at high frequency using phosphorothioate-
modified DNA” Nucl. Acids Res. 13: 8765-8787. Se describe la mutagénesis usando ADN bicatenario con huecos,
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por ejemplo, en Kramer et al. (1984) 'The gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-directed mutation
construction” Nucl. Acids Res. 12: 9441-9460). Se describe la mutagénesis de desapareamiento puntual, por
ejemplo, en Kramer et al. (1984) “Point Mismatch Repair’ Cell 38: 879-887). Se describe la mutagénesis de rotura
bicatenaria, por ejemplo, en Mandecki (1986) “Oligonucleotide-directed double-strand break repair in plasmids of
Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis” Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 83: 7177-7181, y en Arnold
(1993) “Protein engineering for unusual environments” Current Opinién in Biotechnology 4: 450-455). Se describe la
mutagénesis usando cepas hospedadoras deficientes en reparacion, por ejemplo, en Carter et al. (1985) “Improved
oligonucleotide site-directed mutagenesis using M13 vectors” Nucl. Acids Res. 13: 4431-4443. Se describe la
mutagénesis por sintesis génica total, por ejemplo, en Nambiar et al. (1984) “Total synthesis and cloning of a gene
coding for the ribonuclease S protein” Science 223: 1299-1301. Se describe la redistribucion de ADN, por ejemplo,
en Stemmer (1994) “Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling” Nature 370: 389-391, y Stemmer (1994)
“DNA shuffling by random fragmentaron and reassembly: In vitro recombination for molecular evolution,” Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 91: 10747-10751.

Muchos de los métodos anteriores se describen adicionalmente en Methods in Enzymology Volumen 154, que
también describe controles Utiles para dificultades en la resolucién de problemas con diversos métodos de
mutagénesis. También estan disponibles en el mercado kits para mutagénesis, construccion de bibliotecas y otros
métodos de generacion de diversidad. Por ejemplo, estan disponibles kits de, por ejemplo, Amersham International
pie (Piscataway, N. J.) (por ejemplo, usando el método de Eckstein anterior), Bio/Can Scientific (Mississauga,
Ontario, CANADA), Bio-Rad (Hercules, Calif.) (por ejemplo, usando el método de Kunkel descrito anteriormente),
Boehringer Mannheim Corp. (Ridgefield, Connecticut), Clonetech Laboratories of BD Biosciences (Palo Alto, CA),
DNA Technologies (Gaithersburg, Md), Epicenter Technologies (Madison, Wis.) (por ejemplo, el kit 5 prima 3 prima);
Genpak Inc. (Stony Brook, NY), Lemargo Inc (Toronto, CANADA), Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, Calif.),
New England Biolabs (Beverly, Mass.), Pharmacia Biotech (Peapack, N. J.), Promega Corp. (Madison, Wis.),
QBiogene (Carlsbad, Calif.) y Stratagene (La Jolla, Calif.) (por ejemplo, kit de mutagénesis dirigida
QuickChange.TM. y kit de mutagénesis dirigida, bicatenaria, Chameleon.TM.).

Determinacion de relaciones de secuencias

Pueden determinarse objetivamente secuencias similares por cualquier variedad de métodos, por ejemplo,
porcentaje de identidad, hibridacién, inmunolégicamente, y similares. Estan disponibles y se conocen en la técnica
una diversidad de métodos para determinar relaciones entre dos o mas secuencias (por ejemplo, identidad, similitud
y/u homologia). Los métodos incluyen alineamiento manual, alineamiento de secuencias asistido por ordenador y
combinaciones de los mismos, por ejemplo. Un experto en la materia puede producir varios algoritmos (que se
implementan generalmente por ordenador) para realizar alineamiento de secuencias, o estan estos ampliamente
disponibles. Estos métodos incluyen, por ejemplo, el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981) Adv.
Appl. Mates. 2: 482; el algoritmo de alineamiento de homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:
443; el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Nati. Acad. Sci. (USA) 85: 2444; y/o por
implementaciones computarizadas de estos algoritmos (por ejemplo, GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el
Paquete de Software de Wisconsin Genetics Version 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison,
Wis.).

Por ejemplo, se describe software para realizar analisis de identidad de secuencias (y similitud de secuencias)
usando el algoritmo BLAST en Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410. Este software esta publicamente
disponible, por ejemplo, a través del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica en Internet en
ncbi.nim.nih.gov. Este algoritmo implica en primer lugar identificar pares de secuencias de alta puntuacion (HSP)
identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que coinciden con o satisfacen alguna
puntuacion umbral de valor positivo T cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de
base de datos. T se denomina el umbral de puntuacién de palabra adyacente. Estos aciertos de palabra adyacentes
iniciales actuan como semillas para iniciar busquedas para encontrar HSP mas largos que los contengan. Los
aciertos de palabras se extienden después en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia, en la medida en que
pueda aumentarse la puntuacién de alineamiento acumulada. Las puntuaciones acumuladas se calculan usando,
para secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacion de recompensa para un par de restos coincidentes;
siempre >0) y N (puntuacion de penalizacion para restos desapareados; siempre <0). Para secuencias de
aminoacidos, se usa una matriz de puntuaciéon para calcular la puntuacién acumulada. La extensién de los aciertos
de palabra en cada direccién se detiene cuando: la puntuacién de alineamiento acumulada desciende en la cantidad
X desde su maximo valor alcanzado; la puntuacion acumulada llega a cero o menos, debido a la acumulacion de
uno o mas alineamientos de restos de puntuacion negativa; o se alcanza el extremo de una de las secuencias. Los
parametros de algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa
BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E)
de 10, un punto de corte de 100, M = 5, N = -4, y una comparaciéon de ambas cadenas. Para secuencias de
aminoacidos, el programa BLASTP (BLAST de Proteinas) usa por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una
expectativa (E) de 10 y la matriz de puntuacion BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff (1989) Proc. Nati Acad Sci.
USA 89: 10915).
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Adicionalmente, el algoritmo BLAST realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por
ejemplo, Karlin y Altschul (1993) Proc. Nati Acad. Sci. USA 90: 5873-5787). Una medida de similitud proporcionada
por el algoritmo BLAST es la probabilidad de menor suma (p(N)), que proporciona una indicacién de la probabilidad
por la que una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos se produciria al azar. Por ejemplo,
un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia (y, por lo tanto, en este contexto, homdlogo) si
la probabilidad de menor suma en una comparacioén del acido nucleico de ensayo con el acido nucleico de referencia
es menor de aproximadamente 0,1 o menor de aproximadamente 0,01, y/o incluso menor de aproximadamente
0,001.

Otro ejemplo de un algoritmo de alineamiento de secuencias es PILEUP, que crea un alineamiento de multiples
secuencias a partir de un grupo de secuencias relacionadas usando alineamientos progresivos, por pares. También
puede representar un arbol que muestra las relaciones de agrupamiento usadas para crear el alineamiento. PILEUP
usa una simplificacion del método de alineamiento progresivo de Feng y Doolittle (1987) J. Mol. Evol. 35: 351-360. El
método usado es similar al método descrito en Higgins y Sharp (1989) CABIOS5: 151-153. El programa puede
alinear, por ejemplo, hasta 300 secuencias de una longitud maxima de 5.000 letras. El procedimiento de
alineamiento multiple comienza con el alineamiento por pares de las dos secuencias mas similares, produciendo un
grupo de dos secuencias alineadas. Este grupo puede después alinearse con la siguiente secuencia mas
relacionada o grupo de secuencias alineadas. Pueden alinearse dos grupos de secuencias por una extension
sencilla del alineamiento por pares de dos secuencias individuales. El alineamiento final se consigue mediante una
serie de alineamientos progresivos, por pares. El programa también puede usarse para representar un dendograma
0 representacion en arbol de relaciones de agrupamiento. El programa se procesa designando secuencias
especificas y sus coordenadas de aminoacidos o nucleétidos para regiones de comparacion de secuencias.

Un ejemplo adicional de un algoritmo que es adecuado para multiples alineamientos de secuencias de ADN, o
aminoacidos, es el programa CLUSTALW (Thompson, J. D. et al. (1994) Nucl. Acids, Res. 22: 4673-4680).
CLUSTALW realiza multiples comparaciones por pares entre grupos de secuencias y los ensambla en un
alineamiento multiple basado en homologia. Las penalizaciones de apertura de hueco y extension de hueco pueden
ser, por ejemplo, 10 y 0,05 respectivamente. Para alineamientos de aminoacidos, puede usarse el algoritmo
BLOSUM como una matriz de peso de proteinas. Véase, por ejemplo, Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89: 10915-10919.

También puede evaluarse la similitud de hibridacién de polinucledtidos por hibridacién entre acidos nucleicos
monocatenarios (o regiones monocatenarias de ellos) con secuencias polinucleotidicas complementarias o
parcialmente complementarias. La hibridacion es una medida de la asociacion fisica entre acidos nucleicos,
tipicamente, en solucion, o con una de las cadenas de acido nucleico inmovilizadas en un soporte sélido, por
ejemplo, una membrana, una perla, una microplaca, un filtro, etc. Se produce hibridacién de acido nucleico
basandose en una diversidad de fuerzas fisico-quimicas bien caracterizadas, tales como enlaces de hidrégeno,
exclusion de disolvente, apilacion de bases y similares. Se conocen bien en la técnica numerosos protocolos para
hibridaciéon de acido nucleico. Se encuentra una guia exhaustiva de la hibridacion de acidos nucleicos en Tijssen
(1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, parte |,
capitulo 2, “Overview of principies of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays,” (Elsevier, N. Y.),
asi como en Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Biology (suplementado hasta 2004) John Wiley and Sons,
Nueva York (“Ausubel”); Sambrook et al. Molecular Cloning - A Laboratory Manual (22 Ed), Vol. 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989 (“Sambrook”), y Berger y Kimmel Guide to Molecular Cloning
Techniques, Methods in Enzymology volumen 152 Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (“Berger’). Hames y
Higgins (1995) Gene Probes 1, IRL Press at Oxford University Press, Oxford, Inglaterra (Hames y Higgins 1) y
Hames y Higgins (1995) Gene Probes 2, IRL Press at Oxford University Press, Oxford, Inglaterra (Hames y Higgins
2) proporcionan detalles sobre la sintesis, el marcaje, la deteccion y la cuantificacion de ADN y ARN, incluyendo
oligonucledtidos.

Se seleccionan condiciones adecuadas para obtener hibridacion, incluyendo hibridacion diferencial, de acuerdo con
la temperatura de fusién tedrica (Tm) entre acidos nucleicos complementarios y parcialmente complementarios. En
un conjunto de condiciones dado, por ejemplo, composicion de disolvente, fuerza idnica, etc., la Tm es la
temperatura a la que la doble cadena entre las cadenas de acido nucleico hibridantes se desnaturaliza al 50 %. Es
decir, Tm corresponde a la temperatura correspondiente al punto medio en la transicién de hélice a bucle aleatorio;
depende de la longitud de los polinucleétidos, la composicion de nucledtidos y la fuerza idnica, para tramos largos de
nucledtidos.

Después de la hibridacién, pueden retirarse los acidos nucleicos no hibridados por una serie de lavados, cuya
rigurosidad puede ajustarse dependiendo de los resultados deseados. Las condiciones de lavado de baja
rigurosidad (por ejemplo, usando mayor salinidad y menor temperatura) aumentan la sensibilidad, pero pueden
producir sefiales de hibridacion no especificas y altas sefales de fondo. Las condiciones de mayor rigurosidad (por
ejemplo, usando menor salinidad y mayor temperatura es mas cercana a la Tm) reducen la sefial de fondo,
tipicamente principalmente con la sefial especifica restante. Véase, también, Rapley, R. y Walker, JM eds.,
Molecular Biomethods Handbook (Humana Press, Inc., 1998).
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Las “condiciones de lavado de hibridacion rigurosas” o “condiciones rigurosas” en el contexto de los experimentos de
hibridaciéon de acido nucleico, tales como hibridaciones de Southern y Northern, dependen de la secuencia, y son
diferentes en diferentes parametros ambientales. Se encuentra una guia exhaustiva de la hibridacion de acidos
nucleicos en Tijssen (1993), mencionado anteriormente, y en Hames y Higgins 1 y Hames y Higgins 2, mencionado
anteriormente.

Un ejemplo de condiciones de hibridacion rigurosas para hibridacion de acidos nucleicos complementarios que
tienen mas de 100 restos complementarios en un filiro en una transferencia de Southern o Northern es SSC 2x,
formamida 50 % a 42°C, llevandose a cabo la hibridacion durante una noche (por ejemplo, durante
aproximadamente 20 horas). Un ejemplo de condiciones de lavado rigurosas es un lavado de SSC 0,2x a 65 °C
durante 15 minutos (véase Sambrook, mencionado anteriormente para una descripcion de tampén de SSC). Con
frecuencia, el lavado que determina la rigurosidad se precede de un lavado de baja rigurosidad para retirar la sefial
debida a sonda no hibridada residual. Un ejemplo de lavado de baja rigurosidad es SSC 2x a temperatura ambiente
(por ejemplo, 20 °C durante 15 minutos).

En general, una relacién de sefial con respecto a ruido de al menos 2,5x-5x (y tipicamente mayor) que la observada
para una sonda no relacionada en el ensayo de hibridacion particular indica la deteccion de una hibridacion
especifica. La deteccion de al menos hibridacion rigurosa entre dos secuencias indica similitud estructural
relativamente fuerte a las proporcionadas en los listados de secuencias del presente documento.

En general, las condiciones de lavado e hibridacion “altamente rigurosas” se seleccionan para ser aproximadamente
5 °C o menos menores que el punto de fusion térmico (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza iénica y un pH
definidos (como se indica posteriormente, las condiciones altamente rigurosas también pueden referirse en términos
comparativos). Pueden identificarse secuencias diana que estan estrechamente relacionadas o son idénticas a la
secuencia de nucledtidos de interés (por ejemplo, “sonda”) en condiciones rigurosas o altamente rigurosas. Las
condiciones rigurosas menores son apropiadas para secuencias que son menos complementarias

Por ejemplo, la determinacion de las condiciones de lavado e hibridacion rigurosas o altamente rigurosas (o
hibridaciéon ain mas rigurosa), la rigurosidad de las condiciones de hibridacion y lavado se aumenta gradualmente
(por ejemplo, aumentando la temperatura, reduciendo la concentraciéon salina, aumentando la concentracion de
detergente y/o aumentando la concentracion de disolventes organicos, tales como formamida, en la hibridacion o el
lavado), hasta que se cumple un conjunto de criterios seleccionado. Por ejemplo, la rigurosidad de las condiciones
de hibridacion y lavado se aumenta gradualmente hasta que una sonda que comprende una o mas de las
secuencias polinucleotidicas presentes, o una subsecuencia de las mismas, y/o secuencias polinucleotidicas
complementarias de las mismas, se une con una diana perfectamente coincidente complementaria, con una relacién
de sefial con respecto a ruido que es al menos 2,5x, y opcionalmente 5x, 10x o 100x o mas, tan alta como la
observada para hibridacion de la sonda con una diana no coincidente, seguin se desee.

Usando subsecuencias derivadas de los acidos nucleicos enumerados en el listado de secuencias, pueden
obtenerse acidos nucleicos diana nuevos; dichos acidos nucleicos diana también son una caracteristica de la
invencion. Por ejemplo, dichos acidos nucleicos diana incluyen secuencias que hibridan en condiciones rigurosas
con una sonda oligonucleotidica que corresponde a una subsecuencia Unica de cualquiera de los polinucleétidos en
el listado de secuencias, o una secuencia complementaria de la misma; la sonda codifica opcionalmente una
subsecuencia Unica en cualquiera de las secuencias de aminoacidos del listado de secuencias.

Por ejemplo, se eligen las condiciones de hibridacién en las que un oligonucledtido diana que es perfectamente
complementario de la sonda oligonucleotidica hibrida con la sonda con una relacidon de sefal con respecto a ruido al
menos aproximadamente 5-10 veces mayor que para la hibridacion del oligonucleétido diana con un acido nucleico
no complementario de control negativo. Puede conseguirse mayores relaciones de sefial con respecto a ruido
aumentando la rigurosidad de las condiciones de hibridacion de modo que se obtengan relaciones de
aproximadamente 15x, 20x, 30x, 50x o mas. La sefal particular dependera del marcador usado en el ensayo
relevante, por ejemplo, un marcador fluorescente, un marcador calorimétrico, un marcador radiactivo o similar.

Vectores, promotores y sistemas de expresion

Las secuencias polinucleotidicas de la presente divulgacion pueden estar en cualquiera de una diversidad de
formas, por ejemplo, casetes de expresion, vectores, plasmidos, particulas viricas o secuencias de acido nucleico
lineales. Por ejemplo, los vectores, plasmidos, cdsmidos, cromosomas artificiales bacterianos (BAC), YAC
(cromosomas artificiales de levadura), fagos, virus y segmentos de acido nucleico pueden comprender las
secuencias de acido nucleico presentes o subsecuencias de las mismas. Estas construcciones de acido nucleico
pueden incluir adicionalmente promotores, potenciadores, polienlazadores, genes reguladores, etc. Por lo tanto, la
presente divulgacion también se refiere, por ejemplo, a vectores que comprenden los polinucleétidos desvelados en
el presente documento, células hospedadoras que incorporan estos vectores, y la produccién de los diversos
polipéptidos desvelados (incluyendo los que estan en el listado de secuencias) por técnicas recombinantes.
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De acuerdo con estos aspectos, el vector puede ser, por ejemplo, un vector plasmidico, un vector de fago mono o
bicatenario, o un vector virico de ARN o ADN mono o bicatenario. Dichos vectores pueden introducirse en células
como polinucleodtidos, preferentemente ADN, por técnicas bien conocidas para introducir ADN y ARN en células. Los
vectores, en el caso de vectores de fagos y viricos, también pueden introducirse y preferentemente se introducen en
células como virus envasados o encapsidados por técnicas bien conocidas para infeccion y transduccion. Los
vectores viricos pueden ser competentes en replicacion o defectuosos en replicacion. En el ultimo caso, la
propagacion virica se producira en general solamente en células hospedadoras complementarias.

En algunos ejemplos, los vectores incluyen los Utiles para expresion de polinucleétidos y polipéptidos de la presente
invencion. En general, dichos vectores comprenden regiones de control de accién en cis eficaces para expresion en
un hospedador, unidas operativamente con el polinucleétido para expresar. Los factores de acciéon en trans
apropiados los provee el hospedador, los provee un vector complementario o los provee el vector en si mismo tras la
introduccion al hospedador.

En ciertos ejemplos a este respecto, los vectores proporcionan expresion de proteinas. Dicha expresion preferida
puede ser expresion inducible, expresion temporalmente limitada o expresion restringida predominantemente a
ciertos tipos de células, o cualquier combinacion de las anteriores. Algunas realizaciones de vectores inducibles
pueden inducirse por expresion por factores ambientales que son faciles de manipular, tales como temperatura y
aditivos nutrientes. Los expertos en la materia conocen bien y emplean rutinariamente una diversidad de vectores
adecuados para este aspecto, incluyendo vectores de expresion constitutiva e inducible para su uso en
hospedadores procariotas y eucariotas. Dichos vectores incluyen, entre otros, vectores cromosomicos, episémicos y
derivados de virus, por ejemplo, vectores derivados de plasmidos bacterianos, de bacteriéfagos, de transposones,
de episomas de levadura, de elementos de insercion, de elementos cromosémicos de levadura, de virus tales como
rhabdovirus, baculovirus, papovavirus, tales como SV40, virus vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar, virus de
pseudorrabia y retrovirus, y vectores derivados de combinaciones de los mismos, tales como los derivados de
elementos genéticos de plasmidos y bacteriéfagos, tales como césmidos y fagémidos y binarios usados para
transformaciones mediadas por Agrobacterium.

Los vectores pueden incluir un marcador seleccionable y un gen indicador. Para facilitar la obtencién de suficientes
cantidades de vector, puede usarse un origen bacteriano que permita la replicacion en E. coli. Los siguientes
vectores, que estan disponibles en el mercado, se proporcionan como ejemplo. Entre los vectores preferidos para su
uso en bacterias estan pQE70, pQE60 y pQE-9, disponibles de Qiagen; vectores pBS, vectores Phagescript,
vectores Bluescript, pPNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A, disponibles de Stratagene; y ptrc99a, pKK223-3, pKK233-
3, pDR540, pRIT5 disponibles de Pharmacia. Entre los vectores eucariotas preferidos estan pWWLNEO, pSV2CAT,
pOG44, pXT1 y pSG disponibles de Stratagene; y pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL disponibles de Pharmacia. Los
vectores binarios vegetales utiles incluyen BIN19 y sus derivados disponibles de Clontech. Estos vectores se
enumeran solamente como ilustracion de los muchos vectores disponibles en el mercado y bien conocidos que
estan disponibles para los expertos en la materia. Se apreciara que puede usarse cualquier otro plasmido o vector
adecuado para, por ejemplo, introduccién, mantenimiento, propagacién o expresioén de uno o mas polinucleétidos y/o
polipéptidos como se proporcionan en el listado de secuencias presente, incluyendo variantes de los mismos como
se describe, en un hospedador.

En general, las construcciones de expresion contendran sitios para inicio y terminacion de la transcripcién y, en la
region transcrita, un sitio de uniéon a ribosoma para traduccién cuando la construccion codifica un polipéptido. La
parte codificante de los transcritos maduros expresados por las construcciones incluirda una AUG de inicio de la
traduccion en el inicio y un codon de terminacion situado apropiadamente al final del polipéptido para traducir.
Ademas, las construcciones pueden contener regiones de control que regulan asi como generan expresion. En
general, de acuerdo con muchos procedimientos practicados habitualmente, dichas regiones actuaran controlando la
transcripcion, tal como factores de transcripcion, sitios de union a represores y sefiales de terminacion, entre otros.
Para secrecién de una proteina traducida en el lumen del reticulo endoplasmico, al espacio periplasmico o al
ambiente extracelular, pueden incorporarse sefales de secrecion apropiadas al polipéptido expresado. Estas
sefiales pueden ser enddgenas del polipéptido o pueden ser sefiales heterdlogas.

La transcripcion del ADN (por ejemplo, que codifica los polipéptidos) de la presente invenciéon por eucariotas
superiores puede aumentarse insertando una secuencia potenciadora en el vector. Son potenciadores elementos de
accion en cis del ADN, habitualmente de aproximadamente 10 a 300 pb que actian para aumentar la actividad
transcripcional de un promotor en un tipo de célula hospedadora dado. Los ejemplos de potenciadores incluyen el
potenciador de SV40, que se localiza en el sitio tardio del origen de replicacién en pb 100 a 270, el potenciador de
promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado tardio del origen de replicacion y
potenciadores de adenovirus. Los potenciadores adicionales Utiles en la invencién para aumentar la transcripcion del
segmento de ADN introducido incluyen, entre otros, potenciadores viricos tales como los que estan dentro del
promotor de 35S, como se muestra en Odell et al., Plant Mol. Biol. 10: 263-72 (1988), y un potenciador de un gen de
opina como se describe en Fromm et al., Plant Cell 1: 977 (1989). El potenciador puede afectar a la especificidad
tisular y/o especificidad temporal de expresion de secuencias incluidas en el vector.
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Las regiones de terminacion también facilitan la expresion eficaz por terminacion de la transcripcion en puntos
apropiados. Los terminadores utiles incluyen, pero sin limitacion, pinll (véase An et al., Plant Cell 1(1)115-122
(1989)), glbl (véase Referencia de Genbank n.° L22345), gz (véase terminador gzw64a, Referencia de Genbank n.°
S78780) y el terminador nos de Agrobacterium. La region de terminacion puede ser nativa con la secuencia de
nucleétidos del promotor, puede ser nativa con la secuencia de ADN de interés, o puede derivar de otra fuente. Por
ejemplo, ofras regiones de terminacion convenientes estan disponibles del plasmido Ti de A. tumefaciens, tales
como las regiones de terminacion de la octopina sintasa y la nopalina sintasa. Véase también: Guerineau et al.
(1991) Mol. Gen. Genet. 262: 141-144; Proudfoot (1991) Cell 64: 671-674; Sanfacon et al. (1991) Genes Dev. 5:
141-149; Mogen et al. (1990) Plant Cell 2: 1261-1272; Munroe et al. (1990) Gene 91: 151-158; Bailas ef al. 1989)
Nucleic Acids Res. 17: 7891-7903; y Joshi et al. (1987) Nucleic Acid Res. 15: 9627-9639.

Entre los promotores eucariotas conocidos adecuados para expresion generalizada estan el promotor temprano
inmediato de CMV, el promotor de timidina quinasa del VHS, los promotores temprano y tardio de SV40, los
promotores de LTR retroviricas, tales como los del virus del sarcoma de Rous (“VSR”), promotores de
metalotioneina, tales como el promotor de metalotioneina | de raton y diversos promotores vegetales, tales como
globulina 1. También pueden usarse los promotores nativos de las secuencias polinucleotidicas enumeradas en el
listado de secuencias. Los representantes de promotores procariotas incluyen el promotor PL de fago lambda, los
promotores lac, trp y tac de E. coli por nombrar solamente algunos de los promotores bien conocidos.

También se contemplan virus aislados o recombinantes, células infectadas por virus o células que incluyen una o
mas partes de las presentes secuencias polinucleotidicas y/o que expresan una o mas partes de las presentes
secuencias de aminoacidos.

Un polinucleétido, que codifica opcionalmente la secuencia estructural heteréloga de una secuencia de aminoacidos
como se desvela, se insertara en general en un vector usando técnicas convencionales de modo que esté unido
operativamente con un promotor para expresion. Unido operativamente, como se usa en el presente documento,
incluye referencia a un enlace funcional entre un promotor y una segunda secuencia, en el que la secuencia
promotora inicia y media en la transcripcion del ADN correspondiente a la segunda secuencia. En general, unido
operativamente significa que la secuencia polinucleotidica que se une es contigua y, cuando sea necesario unir dos
regiones codificantes de proteinas, contigua y en la misma fase de lectura. Cuando se pretende que el polinucleétido
sea para expresion de un polipéptido, el polinucledtido se situara de modo que el sitio de inicio de la transcripcién se
localice aproximadamente 5’ de un sitio de unién a ribosoma. El sitio de unién a ribosoma estara 5 del AUG que
inicia la traduccion del polipéptido para expresar. En general, no habra ninguna otra fase abierta de lectura que
comience con un codon de inicio, habitualmente AUG, y quede entre el sitio de unién a ribosomas y el codén de
inicio. También, en general, habra un codén de terminacion de la traduccién al final del polipéptido y habra una sefal
de poliadenilacién en construcciones para su uso en hospedadores eucariotas. También pueden incluirse en la
construccion polinucleotidica sefales de terminacién de la transcripcion dispuestas apropiadamente en el extremo 3’
de la region transcrita.

Para construcciones de acido nucleico disefiadas para expresar un polipéptido, los casetes de expresion pueden
contener adicionalmente secuencias lider 5°. Dichas secuencias lider pueden actuar para potenciar la traduccion. Se
conocen en la técnica lideres de traduccion e incluyen: lideres de picornavirus, por ejemplo: lider de EMCV (region
no codificante 5’ de Encefalomiocarditis), Elroy-Stein et al. (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86: 6126-6130; lideres
de potivirus, por ejemplo, lider de TEV (Virus del Grabado del Tabaco), Allison et al. (1986); lider de MDMV (Virus
del Mosaico Enano del Maiz), Virology 154: 9-20; proteina de union a cadena pesada de inmunoglobulina humana
(BiP), Macejaket al. (1991) Nature 353: 90-94; lider no traducido del ARNm de proteina de cubierta del virus del
mosaico de la alfalfa (AMV RNA 4), Jobling et al. (1987) Nature 325: 622-625); lider del virus del mosaico del tabaco
(TMV), Gallie et al. (1989) Molecular Biology of RNA, paginas 237-256; y lider de virus del moteado clorético del
maiz (MCMV) Lommel et al. (1991) Virology 81: 382-385. Véase también Della-Cioppa et al. (1987) Plant Physiology
84: 965-968. El casete también puede contener secuencias que potencian la traduccion y/o estabilidad de ARNm,
tales como intrones. El casete de expresién también puede incluir en el extremo 3’ de la secuencia de nucledtidos
aislada de interés, una region de terminacion de la traduccion.

En los casos en los que sea deseable tener el producto expresado de la secuencia polinucleotidica dirigida a un
organulo particular o secretada en la superficie de la célula el casete de expresion puede comprender ademas una
secuencia codificante para un péptido de transito. Dichos péptidos de transito se conocen bien en la técnica e
incluyen, pero sin limitacion: el péptido de transito para la proteina transportadora de acilo. La subunidad pequefia
de la RUBISCO, EPSP sintasa de planta y similares.

En la preparacién de un casete de expresion, los diversos fragmentos de ADN pueden manipularse para
proporcionar las secuencias polinucleotidicas en la orientacion apropiada y, segun sea apropiado, en la fase de
lectura apropiada. Para este fin, pueden emplearse adaptadores o enlazadores para unir fragmentos de ADN o
pueden estar implicadas otras manipulaciones para proporcionar sitios de restriccion convenientes, retirada de ADN
superfluo, retirada de sitios de restriccion o similares. Para este fin, pueden emplearse mutagénesis in vitro,
reparacion de cebadores, digestiones de restriccion, hibridacion y resustituciones tales como transiciones y
transversiones.
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Puede efectuarse introduccién de una construccién en una célula hospedadora por transfeccién de fosfato calcico,
transfeccion mediada por DEAE-dextrano, microinyeccion, transfeccion mediada por lipidos catidnicos,
electroporacion, transduccion, carga de raspado, introduccion balistica, infeccion u otros métodos. Dichos métodos
se describen en muchos manuales de laboratorio convencionales tales como Davis et al., Basic Methods in
Molecular Biology, (1986) y Sambrook et al., Molecular Cloning - A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989).

Los ejemplos representativos de hospedadores apropiados incluyen células bacterianas, tales como estreptococos,
estafilococos, E. coli, estreptomices y células de Salmonella typhimurium; células fungicas, tales como células de
levadura y células de Aspergillus; células de insecto tales como células S2 de Drosophila y Sf9 de Spodoptera;
células animales tales como CHO, COS y células de melanoma de Bowes; y células vegetales.

Las células hospedadoras pueden cultivarse en medios nutrientes convencionales, que pueden modificarse segun
sea apropiado para, entre otros, activar promotores, seleccionar transformantes o amplificar genes. Las condiciones
de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, previamente usadas con la célula hospedadora seleccionada
para expresion generalmente seran adecuadas para la expresion de acidos nucleicos y/o polipéptidos, como
resultara evidente para los expertos en la materia. Las proteinas maduras pueden expresarse en células de
mamifero, levadura, bacterias u otras células bajo el control de promotores apropiados. También pueden emplearse
sistemas de traduccién sin células para producir dichas proteinas usando ARN derivados de los polinucleétidos
desvelados en el presente documento.

Después de la transformacion de una cepa hospedadora adecuada y crecimiento de la cepa hospedadora hasta una
densidad celular apropiada, cuando el promotor seleccionado es inducible se induce por medios apropiados (por
ejemplo, cambio de temperatura o exposicion a inductor quimico) y las células se cultivan durante un periodo
adicional. Las células tipicamente se recogen después por centrifugacion, se alteran por medios fisicos o quimicos, y
el extracto en bruto resultante se conserva para purificacién adicional. Las células microbianas empleadas en la
expresion de proteinas pueden romperse por cualquier método conveniente, incluyendo ciclos de congelacion-
descongelacion, ultrasonidos, rotura mecanica, o uso de agentes de lisado celular; dichos métodos se conocen bien
por los expertos en la materia.

Las composiciones y métodos de la presente divulgacion pueden incluir administracion de los polinucleétidos y/o
aminoacidos como se proporcionan en el presente documento. Por ejemplo, los tratamientos para glioblastoma
pueden incluir administrar uno o mas de los polinucleétidos y/o aminoacidos. El o los polinucledtidos y/o
aminoacidos pueden estar en una forma aislada o pueden ser parte de una composicion, incluyendo una particula
virica. En diversas realizaciones, la administracion puede tomar las siguientes formas: administracion intradérmica,
transdérmica, parenteral, intravascular, intravenosa, intramuscular, intranasal, subcutanea, regional, percutanea,
intratraqueal, intraperitoneal, intraarterial, intravesical, intratumoral, de inhalacién, de perfusion, de lavado, de
inyeccion directa, alimentaria, oral o intracraneal.

Materiales y métodos

Lineas celulares: U87MG, U343, U373, SF268, SF265, SF539, SNB19, SNB75, Vero, U118, astrocitos humanos
normales (AHN), CT-2A, DBT, GL261 y fibroblastos primarios GM38 humanos (National Institute of General Medical
Sciences Mutant Cell Repository, Camden, NJ) se propagaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(Hyclone, Logan, UT) complementado con suero de ternero fetal 10 % (Cansera, Etobicoke, Ontario, Canada).

Ensayos de viabilidad: las lineas celulares indicadas se sembraron a una densidad de 10.000 células/pocillo en
placas de 96 pocillos. Al dia siguiente las células se infectaron con el rMarabaWT, o FMT a diversas multiplicidades
de infeccion (0,0001-10 ufp/célula). Después de una incubacion de 48 horas se afiadié Alamar Blue (sal sédica de
resazurina (Sigma-Aldrich)) a una concentracion final de 20 yg/ml. Después de una incubacién de 6 horas, la
absorbancia se ley6 a una longitud de onda de 573 nm.

Ensayos de placa: se sembraron células Vero a una densidad de 5e5 células por pocillo de una placa de 6 pocillos.
Al dia siguiente se prepararon 100 | de diluciones viricas en serie y se afiadieron durante 1 hora a células Vero.
Después de adsorcion virica se afiadieron 2 ml de superposicién de agarosa (agarosa 1 %:DMEM 2X 1:1 y FCS
20 %). Las placas se contaron al dia siguiente.

Bioensayo de interferén: se infectaron células PC-3 con rMarabaWT, AM51 o FMT, a una multiplicidad de infeccion
de 3 ufp/célula durante 24 horas. Al dia siguiente el sobrenadante se neutralizé con acido con HCI 0,25 N durante
una noche a 4 °C seguido de la adicion de NaOH 0,25 para ajustar el pH a 7. Las células Vero se incubaron con el
sobrenadante neutralizado durante 24 horas e infectaron posteriormente rMaraba WT con una multiplicidad de
infeccion que varié de 0,0001 a 100 ufp/célula. Cualquier interferon secretado por las células PC-3 en respuesta a
Maraba o los mutantes atenuados protegeria posteriormente las células Vero de infeccion con Maraba. Después de
24 horas, la supervivencia se cuantific6 usando un ensayo de violeta cristal. Brevemente las células se incubaron
con solucién de violeta cristal 1 %, se lavaron, se secaron, se resuspendieron en SDS 1 % y se leyeron a una
longitud de onda de 595 nm.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2627 529 T3

Determinacion de la toxicidad in vivo: para la via de administracion (vda) intracraneal (IC), se proporcioné a grupos
de ratones BALB/c hembra de 6-8 semanas de edad (n = 5/grup0) una unica infusion IC de los virus indicados en
incrementos logaritmicos por grupo que variaba de 10% a 10’ ufp. Para la vda intravenosa (IV), se proporcioné a
grupos de cinco ratones BALB/c hembra de 6-8 semanas de edad una unica |nyeCC|on IV de Ios virus indicados en la
vena de la cola, en incrementos semilogaritmicos por grupo que variaba de 3 x 10°a 3 x 10° ufp, diluido en 100 pl
por inyeccion. Después de inyecciones IC o IV, los ratones se supervisaron diariamente con respecto a sefiales de
malestar incluyendo pérdida de peso, piloereccion, paralisis de las extremidades posteriores y dificultad respiratoria.
La dosis mediana letal (DL50) se calculdé usando el método de Spearman Karber, mientras que la dosis tolerable
maxima (DTM) se indicé como la dosis mas alta que no da como resultado la muerte de un solo animal.

Imagenes de glioblastoma en un modelo animal: se adaptaron células U87MG y CT2A para captura de imagenes
bioluminiscentes transduciendo con lentivirus que contenia luciferasa de luciérnaga (FLUC) y transfectando con
plasmido de FLUC, respectivamente. Se inyectaron células U87MG FLUC y CT2A FLUC IC en CD1 desnudos y
C57BL/6 respectivamente. Los animales con tumores que expresaban FLUC se supervisaron con respecto a
progresién tumoral usando el sistema de captura de imagenes en vivo IVIS Xenogen 200 después de una inyeccion
IP de luciferina (Gold Biotechnology Inc). Los animales se supervisaron con respecto a sefiales de malestar
incluyendo supervivencia, pérdida de peso, morbilidad, piloereccion, paralisis de las extremidades posteriores y
dificultad respiratoria.

Modelos tumorales de glioblastoma singénico de raton: se establecieron tumores cerebrales por una Unica inyeccion
estereotactica con células de glioma de ratén CT-2A en animales C57BL/6 de 6-8 semanas de edad. Cinco dias
después de Ia inyeccion- El dia 19 los ratones C57BL/6 que portaban tumores CT-2A se trataron IV con 6 dosis de
FMT (5 x 10° ufp/dosis tres veces por semana) o se les inyectd por via estereotactica FMT (2 x 10” en un volumen de
50 pl) usando una bomba de infusién (velocidad = 3 pl/min). Algunos animales C57BL/6 se sacrificaron el dia 19y se
capturaron imagenes en un microscopio de diseccion Nikon. Los animales restantes se supervisaron para
supervivencia.

Modelo de xenoinjerto de glioblastoma humano: se adaptaron células U87MG ovaricas humanas para captura de
imagenes bioluminiscentes momento en el cual se inyectaron 1e6 células U87MG IC en ratones desnudos CD-1
atimicos de 6-8 semanas de edad. Los animales CD-1 no tratados desarrollan tumores aproximadamente el dia 15-
21, Los ratones se trataron con una Unica inyeccion intravenosa ;vena de la cola) realizada el dia 14 con FMT (5 x
108 ), 0 se trataron IC con los mismos virus a una dosis de 2 x 10" ufp. Los animales se supervisaron con respecto a
supervivencia y con respecto a sefiales de malestar incluyendo pérdida de peso, morbilidad, piloereccion, paralisis
de las extremidades posteriores y dificultad respiratoria. Se capturaron imagenes tumorales con un sistema Xenogen
200 IVIS (Caliper LS, EE.UU.).

Rotorod: se ensayaron ratones Balb/C con respecto a funcion/rendimiento motor en un aparato de varilla rotatoria
antes de la administracion virica IC. Los ratones se colocaron en un rotorod durante 3 ensayos al dia durante 4 dias
consecutivos. Después de permitir a los animales 0,5 minutos para ajustarse al aparato, se aceler¢ la varilla de una
manera lineal a 0,1 rpm/s. Se midié el tiempo hasta la caida en minutos. Los animales se dividieron en grupos de 3.
La funcidon motora una semana después de cirugia en animales tratados IC con PBS y FMT y no inyectados (sin
tratamiento previo). Se calculo el error tipico de la media.

Secuenciacion de acidos nucleicos: se realizd secuenciacion de FMT en el Instituto de Ontario para la investigacion
del Cancer (Toronto, Canada) en ADNc de FMT que se generd usando un enfoque de secuenciacion aleatoria con
hexameros aleatorios en ARN de FMT extraido con trizol y purificado por RNeasy.

Secuenciacién de proteinas: se amplificé el virus FMT en células Vero hasta alta titulacion (~‘I011 ufp/ml), se purificd
y se lis con tampdn de muestra Laemmli 5 x (Tris-Cl 60 mM pH 6,8, SDS 2 %, glicerol 10 %, B-mercaptoetanol 5 %,
azul de bromofenol 0,01 %) y se separaron en geles de SDS-PAGE 12 %. Los geles de repeticion se tifieron con
azul de coomasie o plata, y se extrajeron nueve bandas para secuenciacion de péptidos.

Fabricacion y rescate de virus FMT recombinante: se produjo FMT recombinante como se ha descrito recientemente
para virus Maraba25. Brevemente, se amplific6 ADN complementario (ADNc) de virus FMT en tres reacciones de
RT-PCR separadas produciendo fragmentos solapantes que se unieron entre si usando sitios de restriccion internos.
El ADNc de ~11 Kb de longitud completa se clon6 después en un vector LC-KAN modificado (Lucigen, Middleton,
WI) que portaba un promotor T7 cadena arriba de la secuencia lider antigenémica 5’ e inmediatamente cadena abajo
del terminador 3’ una ribozima de virus delta de hepatitis modificado y secuencia senal de terminacién de polimerasa
T7. Se infectaron células de carcinoma de pulmén A549 sembradas a 3,0 x 10° células/pocillo en placas de 6
pocillos 24 horas después con virus vaccinia (moi = 10) que expresaba la ARN polimerasa T7 37 en medio OptiMeM
durante 1,5 horas. Después de la retirada del virus vaccinia, cada pocillo se transfecté con LC-KAN FMT (2 ug) junto
con construcciones pCl-Neo que codificaban FMT “N” (1 pg), “P” (1,25 pg) y L (0,25 pg) con lipofectamine 2000 (5 pl
por pocillo) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El reactivo de transfeccion se retird 5 horas después y
se reemplazé con DMEM que contenia HI-FBS 10 %. A las 48 horas después de la transfeccion, se recogioé el medio
(agrupado de dos placas), se filtr6 (0,2 ym) para retirar el virus vaccinia contaminante y se us6 1 ml para infectar
células de glioblastoma SNB19 en cada pocillo de una placa de 6 pocillos. Los efectos citopaticos y la expresion de
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GFP visible 24-48 horas después fueron indicativos de un rescate exitoso. EI FMT recombinante experimenté tres
ciclos de purificacion en placas (en células SNB19), antes de aumentar de escala, purificacion en colchon de
sacarosa y resuspension en PBS que contenia glucosa 15 %.

Andlisis filogenético: relaciones filogenéticas entre rhabdovirus basadas en un alineamiento muscular de secuencias
de aminoacidos de proteina L, y usando la cepa Edmonston de paramixovirus de sarampion como el grupo externo.
El arbol se generd por el método de unién de vecinos y se estimaron los valores de bootstrap (indicados para el
nodo de cada rama) usando 1000 réplicas de arbol. Las longitudes de las ramas son proporcionales a las distancias
genéticas. La barra de escala corresponde a sustituciones por sitio de aminoacido.

Inmunotransferencia: las células se lisaron (Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mM; Triton X-100 1%; SDS 1%) y se
cuantifico la proteina usando el ensayo de Lowry (Bio-Rad). Se prepararon lisados celulares totales en tampodn de
muestra SDS, y se separaron 5-50 pg de proteina total por SDS-PAGE en geles Bis-Tris (que variaron de 8-15 %) y
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa o PVDF. Las membranas se exploraron con anticuerpos primarios
diluidos en leche desnatada en polvo 5 % (SMP) o Albumina de Suero Bovino (BSA) 5 % durante una noche a 4 °C,
seguido de anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano rusticano diluidos en SMP 5 % durante
1 h a temperatura ambiente. Se usaron los siguientes anticuerpos primarios: de conejo anti PARP (Cell Signaling,
9542); de ratén anti caspasa 3 (Cell Signaling, 9668); de ratén anti caspasa 8 (Enzo Life Sciences, 12F5); de conejo
anti caspasa 9 (Cell Signaling, 9502); de conejo anti BID (Cell Signaling, 2002); de ratéon anti GAPDH (R & D
Systems). Se generd un anticuerpo policlonal anti FMT en conejos (Capralogics Inc.) usando virus FMT inactivado
por UV, purificado. Se visualizaron bandas proteicas usando Sistema de Sustrato Quimioluminiscente SuperSignal
West Pico (Pierce Biotechnology).

Agotamiento de linfocitos T CD8+: se implantaron de forma estereotactica en los cerebros de ratones C57BL/6 de 7
semanas de edad 2e5 células CT2A que expresan luciferasa de luciérnaga (CT2Afluc). Los ratones se trataron con
2e7 UFP de virus Farmington en el sitio de implantacion del tumor 7 dias después. Para estudios de agotamiento de
linfocitos T CD8+, se inyectaron por via intraperitoneal (IP) 200 ug de anticuerpo anti CD8 de ratén (clon 2.43) un dia
antes del tratamiento del virus y 100 ug el dia del tratamiento. Se proporcion6 una dosis de mantenimiento de 100 pg
cada 3 dias durante las siguientes 2 semanas.

Estadistica: para representaciones de Kaplan Meier, se compararon las representaciones de supervivencia usando
analisis de rangos Logaritmicos Mantel-Cox (Graphpad Prism).

Ejemplos
Ejemplo 1: el virus Farmington no es un vesiculovirus

Se determind la secuencia gendémica de longitud completa para FMT. La secuencia del polinucleétido de ADN
complementario (ADNc) producido por FMT se muestra en SEQ ID NO: 1. El polinucleétido de ARN de FMT se
muestra en SEQ ID NO: 2. Se identificaron cinco fases abiertas de lectura posibles en la secuencia gendmica.
Pueden estar presentes ORF adicionales en el virus que aun no se han identificado. Las secuencias de las proteinas
correspondientes se muestran en SEQ ID NO: 3, 4, 5, 6 y 7, y las secuencias de ADN codificante se muestran en
SEQ ID NO: 8, 9, 10, 11 y 12, respectivamente. Se realiz6 analisis filogenético de la secuencia gendmica de longitud
completa alineando la posible secuencia de aminoacidos de la proteina L de FMT con las secuencias de proteina L
de miembros representativos de los 6 géneros de Rhabdoviridae (Figura 1). El alineamiento demostré que FMT no
parecia pertenecer al presente esquema de 6 géneros de la familia Rhabdoviridae. El virus FMT parece ser mas
divergente de los rhabdovirus conocidos en la actualidad. Aunque se detecté algo de homologia de secuencia
(~50 % de identidad) entre un segmento corto de la proteina L de FMT y virus amarillo de necrosis de la lechuga, no
se pudo detectar ninguna homologia de las 4 fases abiertas de lectura (ORF) posibles de FMT restantes (N, P, G, M)
con cualquier secuencia en la base de datos del NCBI. Esto sugiere que FMT, que se clasificé originalmente de
forma incorrecta como un vesiculovirus (Tesh et al., 2002), puede de hecho constituir el miembro tipo de un nuevo
género dentro de la familia Rhabdoviridae (Figura 1; y véase Tabla 2 y archivo del listado de secuencias adjunto).

Tabla 2. Descripcion de secuencias

SEQ ID NO. 1 Rhabdovirus Farmington - ADN | ADNc producido por el rhabdovirus FMT
SEQID NO. 2 Rhabdovirus Farmington - ARN
SEQID NO. 3 Rhabdovirus Farmington ORF 1 | El promotor esta en la posicion 134 a 149

y la secuencia codificante estd en las
posiciones 206 a 1444 de SEQ ID NO: 1
SEQID NO. 4 Rhabdovirus Farmington ORF 2 |El promotor esta en la posicion 1562 a
1578 y la secuencia codificante esta en
las posiciones 1640 a 2590 de SEQ ID
NO: 1

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2627 529 T3

SEQID NO. 5 Rhabdovirus Farmington ORF 3  |El promotor esta en la posicion 2799 a
2813 y la secuencia codificante esta en
las posiciones 2894 a 3340 de SEQ ID
NO: 1

SEQID NO. 6 Rhabdovirus Farmington ORF 4 |El promotor esta en la posicion 3457 a
3469 y la secuencia codificante esta en
las posiciones 3603 a 5717 de SEQ ID
NO: 1

SEQID NO. 7 Rhabdovirus Farmington ORF 5 |El promotor esta en la posicion 5766 a
5780 y la secuencia codificante esta en
las posiciones 5832 a 12221 de SEQ ID
NO:

1

SEQ ID NO: 3 esta codificada por SEQ ID NO: 8 (es decir la secuencia codificante de las posiciones 206 a 1444 de
SEQ ID NO: 1). SEQ ID NO: 4 esta codificada por SEQ ID NO: 9 (es decir la secuencia codificante de las posiciones
1640 a 2590 de SEQ ID NO: 1). SEQ ID NO: 5 esta codificada por SEQ ID NO: 10 (es decir, la secuencia codificante
de las posiciones 2894 a 3340 de SEQ ID NO: 1). SEQ ID NO: 6 esta codificada por SEQ ID NO: 11 (es decir la
secuencia codificante de las posiciones 3603 a 5717 de SEQ ID NO: 1). SEQ ID NO: 7 esta codificada por SEQ ID
NO: 12 (es decir la secuencia codificante de las posiciones 5832 a 12221 de SEQ ID NO: 1).

La Figura 1 muestra A) Esquema de donde se aisl6 por primera vez FMT en 1969. B) El Alineamiento de Blastos de
Aminoacidos de 5 ORF de FMF no revela ninguna homologia de secuencia con ninguna otra secuencia en la base
de datos excepto por la proteina L que es ~45 % similar al rhabdovirus vegetal: virus amarillo necrético de Lechuga
(LNYV). C) Gel de SDS PAGE tefido con Coomassie de virus FMT que muestra 4 de las 5 proteinas de ORF de
FMT predichas. Estas bandas se escindieron del gel y su identidad se confirmé mediante secuenciacion de
proteinas por espectrometria de masas en tandem. D) Arbol filogenético derivado de las secuencias de aminoacidos
de los genes de polimerasa de diversos rhabdovirus. Se incluyd el paramixovirus de sarampién como un control no
familiar. Todos los rhabdovirus oncoliticos previos se han identificado en el género vesiculovirus (VSV, Maraba).
Inesperadamente, parece que el virus Farmington se agrupa con los citorhabdovirus e infectan plantas. E) Se ha
construido un sistema recombinante para la plataforma de FMT que permite un control completo de la composicién
genética del virus. Se muestra aqui la generacion de una cepa de FMT que expresa GFP completamente replicativa
como un ejemplo. F) Microfotografia electronica de virion en forma de bala de FMT que mide 55 nm x 150 nm
(adaptado de Tesh ef al. Emerging Infect. Dis. 2002).

Ejemplo 2: el virus Farmington no demuestra neurotoxicidad

El FMT demostré atenuacion profunda en células no transformadas in vitro. Para determinar si la atenuacion
observada in vitro se traduce a seguridad in vivo, se inyectaron de forma estereotactica en el cuerpo estriado
derecho del cerebro dosis crecientes de rhabdovirus y se supervis6 con respecto a sefiales de neurotoxicidad
(incluyendo pérdida de peso, piloereccion, paraI|S|s de las extremidades posteriores, morbilidad y mortalidad). FMT
tuvo una DLsp de aproxmadamente 1 x 10° en contraste con otros rhabdovirus que presentaban DLsg
aproximadamente 10°. (Figura 2A). Se determind que la dosis tolerada maxima (DTM) era la mayor dosis que no
daba como resultado morbilidad duradera (Figura 2A). Para FMT la DTM era aproximadamente 1 x 10"° ufp
mientras que para los otros rhabdovirus la DLsy se produjo a una dosis tan baja de virus que fue imposible
determinar la DTM. Estos animales presentaron sefiales clinicas de una infeccién del SNC con pérdida de peso
rapida y progresiva, paralisis de las extremidades posteriores y tuvieron titulos significativos de virus en su cerebro
justo antes de su muerte (datos no mostrados).

Aunque no se descubrié ninguna neurotoxicidad aguda a partir del tratamiento IC con FMT, se desed evaluar la
funcién cognitiva y motora de los ratones varios dias después de la infeccidon por virus. Por lo tanto, se evalud la
funcion motora antes y después del tratamiento con estos virus FMT de tipo silvestre usando un aparato rotorod
(Figura 2B). Especificamente, se midi6 el tiempo que tardaban estos animales en caer de una varilla que aceleraba
lentamente. Se mostré que no hubo ninguna diferencia significativa en el tiempo hasta la caida entre los animales
infectados por simulacién o animales infectados por virus, 1 semana antes y 1 semana después de la inyeccion
(Figura 2B).

Ademas de la toxicidad intracraneal, se evalud la toxicidad de FMT cuando se administré por via intravenosa (1V) en
ratones inmunocompetentes con dosis crementes de virus (Figura 2C). FMT se tolera bien IV y nunca alcanza una
DLsg incluso a la mayor dosis de 3 x 10° ufp que es comparable a una version atenuada de Maraba que describieron
los inventores en Brun, J. et al. Identification of Genetically Modified Maraba Virus as an Oncolytic Rhabdovirus.
MolTher 18, 1440 (2010). Los animales con dosificacion IV de FMT a mas de 3 x 108 ufp presentaron pérdida de
peso transitoria y piloereccién moderada, que se resolvié 5-7 dias después del tratamiento (datos no mostrados). No
se observo ningun titulo detectable de homogeneizados cerebrales tomados de animales tratados con FMT 3 meses
después del tratamiento IV (Figura 2D). Ademas, después de la administracion de altas dosis de FMT (1 x 107 ufp)
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en el cerebro, no se descubrié ninguna sefial de muerte celular y respuestas inflamatorias comparables a las de los
ratones de control a los que se inyectd solucion salina (Figura 2E). Esto difirid drasticamente de animales a los que
se inyectdé VSV, que presentaron un aumento sorprendente en células inflamatorias, ndcleos condensados y una
morfologia perforada. Debido a su falta de neurotoxicidad y fuerte capacidad de destruccion de tumores del SNC, se
eligié continuar con FMT como una plataforma para desarrollar un nuevo oncolitico contra GBM.

La Figura 2 muestra el perfil de seguridad de FMT A) se inyectaron a grupos de 5 ratones Balb/C por via
esterotactica en el cuerpo estriado derecho del cerebro dosis crecientes de rhabdovirus como se indica y se
supervisaron con respecto a sefiales de malestar incluyendo pérdida de peso, piloereccion, paralisis de las
extremidades posteriores, morbilidad y mortalidad. Se determin6é que la dosis tolerable maxima (DTM) era la dosis
mas alta que no daba como resultado morbilidad duradera como se midié por comportamiento y peso. Se determino
la DLsp usando el método de Spearman Karber. FMT es Unico entre los rhabdovirus como un virus no neurotéxico.
B) Para detectar cualquier deficiencia cognitiva en el cuerpo estriado, se evalué la funcion motora por aparato
rotorod que mide el tiempo hasta la caida de una varilla en aceleracion. La funcién motora es indistinguible de los
controles después de inyeccion intracerebral de FMT. C) Se inyectd a grupos de 3-5 ratones Balb/C una vez por via
intravenosa en incrementos semilogaritmicos virus que variaba de 3 x 10° ufp a 3 x 10° ufp. Los animales se
supervisaron con respecto a sefiales de malestar incluyendo pérdida de peso, morbilidad, plloerec0|on paralisis de
las extremidades posteriores y dificultad respiratoria. FMT muestra una DTM muy alta de 1 x 10° ufp cuando se
suministra por via sistémica. D) Los animales sacrificados 3 meses después de la inoculacion intracerebral no
demuestran ningun virus viable en los homogeneizados cerebrales. El I|m|te de deteccion es 101. E) Se inocularon
ratones Balb/C por via intracerebral con los virus indicados (1 x 107 ufp) y se sacrificaron 2 dias después del
tratamiento. No es visible ninguna inflamacién o es visible poca inflamacion y no es detectable ninguna pérdida
celular después de tratamiento con FMT. Esto se diferencia de VSV que muestra una pérdida neuronal significativa
(espacios vacios, inserto).

Ejemplo 3: el virus Farmington destruye de forma fuerte y selectiva células tumorales cerebrales

Los aislados de FMT de tipo silvestre demuestran atenuacion en células primarias normales manteniendo al mismo
tiempo una fuerte capacidad de destruccion de células de glioma (Figura 3A). Para evaluar la relevancia clinica de
los nuevos rhabdovirus oncoliticos de los inventores para tratar el cancer cerebral, se examiné si FMT podria
destruir muestras tumorales recién derivadas de pacientes. Se efectuaron cultivos celulares aislados de 3 pacientes
con glioblastoma multiforme primario con FMT y 48 h después, los ensayos de viabilidad demostraron que el virus
FMT era fuertemente citotoxico para 2 de 3 explantes tumorales de pacientes (Figura 3A). Para ensayar la
capacidad de destruccion de los aislados de FMT se realizaron ensayos de destruccion celular en astrocitos
humanos normales (AHN) y 3 lineas celulares tumorales GBM (Figura 3B). Aunque MRB de tipo silvestre fue muy
fuerte contra todas las lineas celulares GBM, también fue muy litico contra ambos astrocitos humanos normales
(AHN) primarios. Notablemente, FMT demostré el mayor indice terapéutico, con potencia que rivalizaba MRB en la
mayoria de lineas de GBM mientras que permanecia altamente atenuado en lineas celulares primarias NHA y GM38
(Figura 3C). Esto demuestra que el virus FMT es un virus oncolitico fuerte y selectivo cuando se ensaya frente a
lineas celulares de cancer cerebral.

En la Figura 3 se muestra A) Sumario de citotoxicidad in vitro de FMT que muestra fuerte actividad contra muestras
de pacientes con glioblastoma primario y lineas celulares tumorales cerebrales humanas y de ratén establecidas,
permaneciendo al mismo tiempo atenuado contra células normales. B) FMT es un destructor fuerte y selectivo de
lineas celulares de glioblastoma. Se ensayo la viabilidad usando ensayo de Alamar blue 72 horas después del
tratamiento. Las barras de error representan ETM de 4 repeticiones bioldgicas. C) Evaluacion detallada de la fuerza
de FMT contra células tumorales y normales. CE50 (moi = multiplicidad de infeccion) representa la relacion de
virus:célula requerida para destruir 50 % de las células cultivadas en un marco temporal de 72 horas como se mide
usando un ensayo de viabilidad de Alamar blue.

Ejemplo 4: el virus de Farmington es eficaz en modelos de xenoinjerto y singénicos de glioblastoma

A continuacion se intenté determinar la eficacia in vivo de los virus candidatos de los inventores en modelos de
glioblastoma de raton. Después de adaptar células de glioma U87MG humanas para capturar imagenes
bioluminiscentes, se establecié un modelo de glioma U87MG intracerebral en ratones atimicos y se examiné la
eficacia IV e IC de FMT en este modelo (Figura 4A-B). Especificamente, los animales se trataron con una Unica
dosis IC (1 x 10° yo IV (5 x 108 ufp) de FMT 14 dias después de la implantacion. Tres dias después del primer
tratamiento se observé una reduccion significativa en la carga tumoral con una reduccion mayor observada el dia 7
(Figura 4A). Resulta interesante que las metastasis espinales en este modelo estaban completamente eliminadas en
todos los animales portadores de tumores. Por el contrario, los animales tratados con virus inactivado por UV
tuvieron un aumento significativo en la carga tumoral al dia 7 en cuyo momento comenzaron a mostrar sintomas
neurolégicos de sus tumores cerebrales (Figura 4B). Todos los animales tratados |V respondieron al tratamiento con
4 de 11 curados de forma duradera y que sobrevivieron mas de 100 dias después del tratamiento. La mayoria de
animales tratados IC respondieron al tratamiento (10 de 16) con un aumento significativo (~ 2 veces) del tiempo
hasta la muerte. Ademas también se us6 microscopia fluorescente para visualizar explantes tumorales de animales
infectados por simulacion y animales curados de forma duradera. Aunque se detecté un tumor de glioma que
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expresaba GFP fuertemente en animales infectados por simulaciéon, hubo una clara ausencia de sefial de GFP en
animales tratados con FMT (Figura 4C). Para complementar los estudios de los inventores de la eficacia viral en
animales inmunocomprometidos, se ensayé FMT en un modelo de glioma singénico CT-2A de raton. A diferencia de
los modelos de xenoinjertos en los que los gliomas humanos crecen de forma expansiva, los gliomas de CT-2A son
infiltrativos de forma similar a lo que se observa clinicamente. Se establecié el modelo de glioma de CT-2A
inyectando de forma estereotactica 2 x 10° células en el cuerpo estriado (I6bulo frontal derecho) de ratones C57BL/6.
Ya que los tratamientos comienzan tipicamente en pacientes humanos después de presentar sintomas clinicos de
GBM, se buscd examinar el efecto de FMT exactamente en el momento en que los animales muestran sintomas
externos. En el CT-2A los animales comienzan a mostrar sintomas 15-20 dias después de la implantacién. Estos
sintomas incluyen presion intracraneal aumentada, letargia, funcién motora, piloereccion y postura encorvada En
consecuencia, 19 dias después de la implantacién los animales C57BL/6 se trataron con FMT IV (5 x 108 ufp tres
veces por semana durante 2 semanas) o con una Unica dosis IC de FMT (2 x 10 ufp). La mayoria de los animales
respondieron a ambos regimenes de tratamiento, y se obtuvieron curas duraderas en 3 de 11 animales tratados IC y
2 de 10 animales tratados IV en este modelo de exposicion de GBM avanzado (Figura 4D). Por lo tanto el virus FMT
demuestra eficacia en modelos preclinicos de cancer cerebral.

La Figura 4 muestra la eficacia in vivo de FMT en modelos preclinicos de glioblastoma A) Se implantaron de forma
estereotactica células de glioblastoma humano U87MG adaptado a bioluminiscencia (1e6) en el cuerpo estriado
derecho de ratones desnudos CD-1. Después de 2 semanas los anlmales se trataron con una Unica dosis de FMT
por via intravenosa (V-5 x 108 ufp) o por via intracraneal (IC-1 x 10° ufp) y se supervisaron por captura de imagenes
de bioluminiscencia IVIS. Los tumores diseminados en todos los ratones tratados con FMT retroceden rapidamente
en un periodo de 3-7 dias y se hacen indetectables en la medula espinal. B) Representacion de supervivencia de
Kaplan Meir de animales tratados con una unica dosis IC (1 x 10° ufp) que da como resultado una duplicacion del
tiempo medio hasta la muerte (ensayo de rangos logaritmicos p = 0,0001) o IV (5 x 10° ufp) dando como resultado
curas duraderas en el 40 % de los animales (Ensayo de rangos logaritmicos p = 0,0001). C) Microfotografia de
fluorescencia de un cerebro de ratén infectado por simulacion con un tumor U87MG marcado con GFP ortotdpico (2
paneles superiores) frente a un cerebro tratado con FMT (2 paneles inferiores). El tumor que expresa GFP es
claramente visible en secciones sagitales de ratones no tratados, mientras que el tratamiento con FMT no da como
resultado ninguna sefial tumoral de GFP detectable, lo que confirma la regresion tumoral. D) Modelo de tumor de
glioblastoma de ratén singénico usando la linea celular CT2A. De nuevo aqui se permitid que los tumores se
establecieran hasta el punto en que los ratones comenzaron a morir por su carga tumoral. El tratamiento tanto IC
(una dosis 2 x 10" ufp) como IV (6 dosis 5 x 10%) duplicaron el tiempo medio hasta la muerte y dieron como resultado
> 20 % de curas duraderas.

Ejemplo 5: el virus Farmington induce inmunidad antitumoral

Cada vez hay mas pruebas que demuestran que el efecto oncolitico de muchos virus, incluyendo rhabdovirus
oncoliticos, se debe en parte a la induccién de la inmunidad antitumoral. Para explorar la posibilidad de que el virus
FMT induzca multiples mecanismos para destruccion tumoral in vivo, se planted si tratar ratones portadores de
tumores inmunocompetentes con virus FMT induce inmunidad antitumoral. Para comenzar, se realiz6 un
experimento de “reexposicion”, en el que se inyectd a ratones C57/BL6 que previamente albergaban tumores CT-2A
que se habian tratado con éxito infusiones de virus FMT IC una segunda vez con células CT-2A directamente en el
cerebro. En estos experimentos, los ratones previamente curados rechazaron uniformemente las células (Figura 5A),
lo que demuestra que habian adquirido inmunidad de larga duracién frente a antigeno o antigenos de CT-2A. A
continuacion, se examino el papel de linfocitos T citotéxicos (CTL) en la respuesta antitumoral inducida por virus
FMT. Se inocul6 a ratones con células CT-2A en su cerebro, y se retiraron después CTL usando anticuerpos
dirigidos hacia CD8 junto con tratamiento de virus FMT. De forma coherente con los datos recientes de otros
laboratorios que usaron agentes oncoliticos diferentes, estos experimentos mostraron que el virus FMT inducia
respuestas completas solamente cuando estaban presentes CTL (Figura 5B). Por lo tanto, ademas de lisar
directamente células MG, estos datos demuestran que el virus FMT induce una respuesta inmunitaria anti MG
mediada por CTL fuerte y de larga duracién en ratones inmunocompetentes.

En la Figura 5A, se implantaron en ratones C57/B6 células de glloma murino CT2A en el cuerpo estriado (3 x 10°
células). Los ratones se trataron con una unica dosis de FMT (2 x 10’ ufp) y se curaron posteriormente de su tumor
inicial. Después de 6 meses, estos ratones se expusieron a células CT2A implantadas en el cuerpo estriado. Se
implantaron en ratones sin tratamiento previo células CT2A como control. La captura de imagenes bioluminiscentes
para supervisar el crecimiento tumoral de CT2A mostré que ratones que se habian curado previamente de los
tumores rechazaron completamente el crecimiento tumoral CT2A posterior, mientras que los ratones sin tratamiento
previo desarrollaron tumores con la cinética esperada En la figura 5B) se implantaron en ratones C57/B6 células de
glioma murino CT2A en el cuerpo estriado (3 x 10° células) y se permitié que desarrollaran tumores durante 14 dias.
Un grupo de ratones recibié inyecciones de suero policlonal anti CD8 para retirar linfocitos T CD8+ o suero
prelnmune coincidente como control. Ambos grupos se trataron con una Unica dosis intracraneal de FMT (2 x
10’ ufp) para inducir regresmnes tumorales. Todos los ratones respondieron con regresion tumoral como se midid
usando captura de imagenes tumorales bioluminiscente (no mostrado), pero los ratones que estaban desprovistos
de sus linfocitos T CD8+ volvieron a desarrollar con el tiempo tumores y fracaso la terapia
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Ejemplo 6: el virus Farmington infecta de forma productiva células tumorales y normales

Sin excepcion, el indice terapéutico asociado con virus oncoliticos existentes se debe a infeccion y/o productividad
diferencial en células tumorales frente a normales. En el caso de rhabdovirus, las cepas oncoliticas actuales pueden
“detectar” defectos especificos de cancer en sefalizacion de IFN de tipo I, que los hace selectivamente productivos
en células transformadas. Desafortunadamente, los rhabdovirus oncoliticos actuales son altamente neurotdxicos
cuando se suministran de forma local-regional en el SNC. Dado que el virus FMT es seguro cuando se infunde IC y
es genéticamente muy distinto de los agentes existentes, se sospecha que su mecanismo para destruccion
especifica de tumor debe ser distinto de la productividad aumentada secundaria a defectos del IFN en células
tumorales. Para comenzar a evaluar esta hipotesis, se infectaron células SNB19 y AHN con virus rec-FMT-GFP y se
evaluo la expresion de GFP y la produccién de proteina virica a lo largo del tiempo. La microscopia de fluorescencia
y los analisis de inmunotransferencia demostraron claramente que el virus FMT no distingue el tumor de células
normales mediante infectividad diferencial o produccion de proteina virica (Figura 6A-B). Especificamente, la
expresion de proteina tanto GFP como FMT se hizo faciimente detectable 6,5-16 horas después de la infeccion y
continué expresandose fuertemente 72 horas después, independientemente del estado transformado de la linea
celular infectada. En paralelo, se realizd evaluaciéon de crecimiento de una etapa de virus FMT en diversas lineas
celulares tumorales y normales para examinar la productividad. Estos experimentos mostraron que las particulas de
virus FMT infecciosas se producen rapidamente (en un periodo de 6,5 horas) y hasta altos titulos (~10% ufp) en lineas
celulares tanto tumorales como normales (Figura 6B). Colectivamente, estos datos demuestran que, en claro
contraste con la serie VSV A51 y Maraba MG1 de rhabdovirus oncoliticos, el virus FMT es igualmente productivo en
células normales en comparaciéon con tumorales.

Se investigo por lo tanto la interaccion entre virus FMT y la respuesta de interferdn de tipo |. Se afiadio virus rec-FMT
0 Maraba-A51 que expresaba GFP a baja moi a una monocapa celular GM38, y se midi6 el tamafio de focos
infecciosos y placas. Como se esperaba, la infeccion por Maraba-A51 no infecté ni destruyo células GM38 a no ser
que la respuesta inmunitaria innata estuviera bloqueada a priori por tratamiento con la proteina B18R inhibidora de
interferon de tipo | derivada de virus vaccinia (W-B18R, Figura 6C-D). Por el contrario, el virus FMT formé focos
infecciosos de tamafio moderado en las células GM38, pero no las destruyd, y no se vio afectado por el
pretratamiento por B18R. Ademas, a diferencia de Maraba-A51, el virus FMT bloqued completamente la produccion
de interferén de tipo | en células PC3 como se midié en un bioensayo de interferén (Figura 6E). Colectivamente,
estos resultados indican que, a diferencia del arsenal actual de rhabdovirus oncoliticos modificados por ingenieria
genética, el virus FMT bloquea de forma fuerte la respuesta de interferon de tipo | humana y puede infectar
productivamente lineas celulares tanto normales como tumorales, lo que apunta hacia un mecanismo selectivo de
cancer nuevo para este agente oncolitico.

En la Figura 6 se muestra A) transferencia de Western que demuestra cinética similar de infeccion por virus FMT y
produccion de proteinas tanto en células tumorales cerebrales humanas (SNB19) como en astrocitos humanos
normales primarios (NHA). B) Curva de crecimiento de una Unica etapa que muestra replicacion de virus idéntica y
productividad de virion de células tumorales (SNB19) y normales (NHA) después de infeccion con FMT. C)
Microscopia de fluorescencia de virus rec-FMT o Maraba-A51 que expresa GFP afiadido a una monocapa de células
GM38, y se midieron los tamafos de focos infecciosos y placas lo que mostré que la infeccion por Maraba-A51 no
infectaba o destruia células GM38 a no ser que la respuesta inmunitaria innata se bloqueara por tratamiento con la
proteina B18R inhibidora de interferon de tipo | derivada de virus vaccinia (W-B18R) mientras que el virus FMT
formé focos infecciosos en células GM38 y no se vio afectado por el pretratamiento con B18R. D) Tamario de focos
infecciosos determinado a partir de microscopia de fluorescencia. E) El bioensayo de interferén en células PC3
muestra que a diferencia de Maraba-A51, FMT bloquea la produccién de interferén de tipo 1.

Ejemplo 7: el virus Farmington induce selectivamente apoptosis en células tumorales

Se uso el sistema de células NT2 que consiste en células de teratocarcinoma NT2 transformadas que pueden
inducirse para diferenciarse en neuronas postmitéticas con acido retanoico. Después de infecciéon con VSV o FMT
de tipo silvestre se observd que estos virus infectaban y producian descendencia infecciosa en el mismo grado en
formas cancerosas o no cancerosas de las células NT2 (Figura 7A). Sin embargo, aunque estos virus eran
fuertemente citotoxicos para células NT2 malignas, FMT no mostré casi toxicidad en células NT2 postmitéticas
diferenciadas (Figura 7B). Esto indicd que a diferencia de otros rhabdovirus oncoliticos como VSV, el virus FMT
parecia tener un mecanismo unico de selectividad tumoral que actuaba en el nivel de citotoxicidad.

Los rhabdovirus destruyen células permisivas por apoptosis, activadas mediante degradacion mediada por virus de
proteinas solamente BH3 clave, un acontecimiento que en ultima instancia interacciona con las caspasas
intracelulares y extracelulares apicales que inician la cascada de muerte celular irreversible. Para determinar si el
virus FMT destruye selectivamente células tumorales mediante induccion diferencial de apoptosis, se evalud el
estado de activacion de proteinas clave en la jerarquia apoptotica. Como se esperaba, el marcador de apoptosis
sustituto PARP asi como el efector corriente abajo caspasa 3 se activaron fuertemente en SNB19 pero no células
NHA tratadas con virus FMT (Figura 7C), lo que indica la presencia de apoptosis. Ademas, las caspasas activadoras
8 y 9 interaccionaron en las células tumorales pero no en las células normales. Los datos del sistema celular NT2
son coherentes con estos datos de apoptosis en las lineas celulares transformadas frente a normales lo que muestra
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que la muerte celular inducida por virus FMT no depende de la productividad de la infeccion virica dentro de, sino
mas bien el umbral antiapoptético de, la célula infectada.

En la Figura 7A, los tipos celulares tanto pre como post diferenciados fueron permisivos para infeccion por virus VSV
WT y FMT wt, produciendo particulas infecciosas en el intervalo de 10°-108. B) muestra que solamente VSV fue
citolitico contra la neurona. C) transferencia de Western de varios componentes de la cascada de sefalizacion
apoptotica celular después de infeccion de células tumorales (SNB19) o normales (NHA). FMT parece iniciar la
activacion (escision) de Caspasa 8, Caspasa 9, BID y PARP solamente en células tumorales. Hasta donde alcanza
el conocimiento de los inventores, este es el primer informe de un virus oncolitico cuya actividad no esta restringida
en el nivel de infectividad, sino en el nivel de inicio selectivo de muerte celular. D) Esquema de cascada de
sefializacion de apoptosis celular. Las proteinas que se escinden durante la activacion se representan en naranja y
corresponden a las incluidas en la matriz de transferencia de Western de los inventores en el panel C.

En la descripcion precedente, para fines de explicacién, se exponen numerosos detalles para proporcionar un
entendimiento exhaustivo de los ejemplos. Sin embargo, resultara evidente para un experto en la materia que estos
detalles especificos no son necesarios. Pueden realizarse cambios equivalentes, modificaciones y variaciones de
algunos ejemplos, materiales, composiciones y métodos dentro del alcance de la presente tecnologia, con
resultados sustancialmente similares.

Se pretende que los ejemplos anteriormente descritos sean solamente ejemplares. Los expertos en la materia
pueden efectuar alteraciones, modificaciones y variaciones de las realizaciones particulares sin alejarse del alcance
de la invencion, definiéndose esta por las reivindicaciones adjuntas a la presente.
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aagtggacac
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aattgagcag
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taccogttgga
agccaatcac
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actttgttge
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attatctggc
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agagecatta
ttagcgtecty
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gcttggacty
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ccaacgcaaa
tettagaate
gagacgttgt
acattacacyg
cggacatgca
tgcgcaaggce
tcaatgctga
gagagccgaa
cagagttcac
tggccgatgy
agggattatc
ggctcttgaa
cagcctactt
goegacttttg

gacateggtt

30

ccettacata
cgtagttgag
teoecgaggayg
caatcctcaa
cagctgocga
tttatctgte
acacttccag
tetgeacace
tatagaggat
tcottcaagt
caaactcgag
gattagtgag
tgtegaceoct
ggttgagtat
cgtgagtgtg
gactccgeta
agcactaatyg
tgccgecogeca
agceetteoac
catetggtet
atatcageag
ggttcttgag
gagacgtccc
tcatcceget
gattatcacg
cteageaatg
gatagatgtg
cgtacaagcc
tccgggaaga
tgatcaatat
ggacaageoct

cgtgaagaca

ggcteggaga
ccgettetga
tcagatgegt
gaccactact
ctatccocgaca
acaacagagc
agcatgatga
ggagagatgg
ataceccgacy
cctocaggage
cctgtgecte
ctagcgcact
aacgatgtte
atcgtgeatyg
agogtceagag
agttcattct
agctctaaat
gocgaaataa
ageegtgagg
cattacatta
tggtggagac
agcgacctag
cctecttcagg
cactctgtge
ggagctgtgt
gtgatcggag
tggtatcaga
ccggcagcat
ttcgecatcat
cccocgttea
tecaagttga

aatggacage

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220



10

ttgtcgtgaa
agctgteece
tegtectaag
tcectaaact
tagcgtgcat
aaccgttcct
tggeggtage
atctacaccyg
ggatgatcecat
tcctggacat
acctgtcatt
tccecgetatt
ctgtgtteaa
ctgtcaagag
tattceceaa
tceggggaga
agacaacacc
tcacatgtecc
aataaaaaac
aagtttctga

cgt

<210> 2
<211> 12423
<212> ARN
<213> Rhabdovirus Farmington

<400> 2

ggtgtatctyg

atgecgecatce
caatctcatc
aacatceoctt
cagtaaaagg
tcactacatc
tgacacaatg
gcatagggec
ctecaccaate
gttgaccaat
tagtgtcagt
cgaaggatca
ccaggtegag
gacacaggag
tgaageggea
tectattegee
tcagcactct
cacgcgacygc
cgattattea

gatggtgggg

uuacgacgea

uugacuuuua

guuugcuuau

cgccaaguac

aaccgagcgu

aunucgucaaa

cauugoccayg

uaagcugaga

ugaccuauua

dadagdluaaaac

cuccaaaguc

cauucccuic

gauuucuacce

ucugggecca
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actcaagaca
atcgtgtcte
gcaccagaca
gttcccoccaga
tggggacttt
acaaaggtca
atcaacagtt
gecactgggtt
gettaceage
aacatctcag
gcagacegag
gacctaaaat
cottttaagy
ttacgttaca
aaaaacactg
cctaccgatc
cctoccagagg
aagatataac
gttgettgag

attagggggce

aacauvaagaqg
uucgugaggu
gauagacccu
agacgauggc
aggcgacucu
uucaagagea

ugcugcuudca

ctgctaccac
tettotegac
cccctgtega
ggacgacagt
tcagatectee
tctcagacaa
acaagaagygc
tcgggaggag
attttgagaa
ctttcttate
atgtceggat
tcatgaaaac
ggatogocat
acaacctaat
ccoecgetteg
gcataccaat
atgaggeata
gacaagcaac

ggagtttcaa

acctagagta

acuauguuca
cauvaugugag
ucacggguaa
ucgucegcua
gucgcggygcy
guauucuguce

ggccauccuyg

31

aattgaagca
ggaaggctcc
ccttgagatg
gaaatgctat
gagcatagec
aggaacacaa
tatctcaccce
atccttgeat
toceggecaag
gatatcgteg
tgacagcaaa
catcatgtct
aaaccocttet
ttacactaag
agecaacatyg
catgactcta
actgaatcct
tcgecectatt
teegtteagt

tgtttgtteg

uagucacccu
guaaugucan
auccuucucc
gcugcugcgce
uccaagacca

ccgaccauca

agogaggaau

ttcagaaaga
acagaatgct
gtggagaata
tcoccgacgag
cttgaagtcc
ctgagtctca
cgagtgtteg
cteocatetggg
ttgatggatg
tcaggatttg
cttgtcagac
acccteoggat
aaactaatga
gatgcecatecc
gtatacceceg
gtcagcgatyg
coctgaagge
aactgtgatt
gtatgatagg

ttttatgegt

guauucauua
cugcuuaugae
uugcaguucu
aacaucucau
gagcogagga
cgacggacga

acacaaagge

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

124240

12423

60

120

180

240

300

360

420



cacugacaua

goaucuagau

cagegacgag

cuaugceagec

gcagcagaac

cacccaucca

gaacggacuu

guucuucuau

geaggagauu

ugaggucuac

ugaugageeoc

cucagaaacu

gggegacucu

caauguggce

ugagguduca

caguncaasaa

ccgcacoucu

guaaaccaau

cacacocgue

aacaaaaaac

agucuuugua

cguccggacyg

cgauccggua

agaagaggau

gggcguagayg

gacgaagaaa

ggacauuaag

gaunagaauuc

ugougcuaag

gucugucaca

dogauauaag

goccaaucca

goeegaugggy

gegaaugeau

cucgougoun

anaggucaga

acaaccguygce

geugccacac

gggcucaucc

gaugagaugg

agugcacuca

aungcaggucn

cougcgaaga

gaggocugga

cuaggagega

geccagacag

cccaaggoug

gagogoocan

aagcuuncacn

couucuuuua

cguagaccuc

cuauuageoa

gagouggacgc

awnagcgecoag

caucuccccn

cagacucucc

gaggccaaug

auggageaud

aaacucaauyg

gagauggagc

cuagaugagn

gucagaaccu
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uccucuggaa

gaggcucauu

gggccgcucy

acaucaucgg

aauggcugau

gucugccaau

ucuggcuaua

gucccuguug

ageeggacuu

gagccoccuggu

gagcgugeag

aaggagcugu

acagcuaccyg

uggcaggcua

gucucgacgu

cuccaancuc

cuauacouga

gcocgguaguu

ugcugcuauu

cuacgugagqg

uggaggacua

ccaagcguaa

cgguaaaace

cucuncgccu

acaagegucu

ccuuuaaggce

agegecagga

ccauccugga

Jagagauguc

cguuuagggy

ggaaugaguu

cacucccaca

cacagegeouyg

caucuccgac

cuggucagga

gaaccugaac

caacgucguc

cuaccguuca

caguggauau

ccucagugac

ucaacuggga

gggaaucaac

ugugcuuaug

cacugcaaca

cauccaagoc

caacauggece

gocugauccca

gguugacage

uaggcauaca

auvucaguug

uvauagcuaga

uuuguouage

coucanagcc

aaaacauccc

acuauucggc

cugegauugu

cgcggcougaa

uduagaggau

aaacaacaag

quggggggaa

cccougaagag

caagaaggeg

32

cocaacgyge

cocgeguouy

ucaggguugg

agaggagaga

gcaaucuucg

aacaacagcc

ucaccucaga

cucggocuge

ceceggauca

aacgacuuca

aacggauauc

nungocccaau

ugggugauge

cgccagaaca

geggucaagyg

cgcccegeug

gacgaagagce

cacgcaguuc

cuaagocuuco

aauugguucu

unagaggedsy

agcunagagu

aagccaugec

gcaaaacgag

cudgacgguu

gecagcageau

cugaccgouyg

gaganagcca

agcgeocgeca

cuuucagagu

cuggaaacca

uccucagaga

caaucagacc

ggccugucuu

cuagcogogn

gcaccacgan

ucgcagugag

gucaggacge

uacaucgggu

udcaggugaa

agaccgecga

ugacaunancu

gcaugcugaa

ccuauugcga

ccagggcana

acuuugagye

augucgcauc

ucggaggaan

cgunauccan

ugauuugauu

aucgguugag

cgagagageu

ccgacgancc

ugagcacuaa

acaccucggn

accugaccau

uageagucau

cuaucccuag

aggcuguaac

goucgoucaa

cauunuggcan

gcauugugga

480

540

600

€60

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220

2280



cougaggoou

cuccuuuagy

caaaugcaaqg

cougogggau

gaunugcaucg

cgcuuanuag

aauuccccug

acgcauauuc

uucaccacau

gguaauagoc

cgauacgguc

ggaguccgag

caccggguac

cguaaaacuc

aavauggacy

ugoggoggug

cunccagang

uccucgaacyg

cegeccuguy

uggugcaaca

cucacggueu

agccgaccoyg

ccaugcucag

accuguccgg

auuuguucuc

acaauuccuc

cagacacuuc

augacacaac

cccacgougu

acgucaaugu

ucccagacug

augucaugag

ageccuguuu

cucauugggu

gagacaagga

cCcaaccaucn

cugaaucagg

ucacugcucc

ucagacacuc

aguagcacug

auvauacaugc

uaacucacga

guuaugcguc

cgaccucccce

uuccagugea

ugcgacgeaa

goucuagauc

aaagcuacac

cunagggagaa

uugauugagnu

aucucccgua

caaggggcgyg

uvagacucugu

ancgaunuccn

gauccagauc

ugcaaggagqg

gagcuaugge

cgaguuacec

cauvaccguge

ugucucucga

caggcuaggc

cuccgcacua

caccagugcu

acgaaaucoc
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cauvuaggga

uugccuucau

cucuacucce

uggagaaage

naaaagaugu

cauvaguccc

augcuccgaa

caucucgocc

aucaacuaca

acguuccucu

gguucununu

ccuaugcugu

acgagcocgucce

uuaagecggu

uggecuucgu

cgouaancygg

gggguggecu

uncgcocucucc

gocgggcuca

caguggacge

ugdeagauga

ccccacccaa

ccuccgauug

acaaccacac

gacamicccyg

couccuggcu

aggggececu

cggggaggay

ccuaucaacag

uccugcacag

auccauceac

aacuacccuc

auuacggacu

ucccacaugc

couugcagag

cugcguagua

ucucccgaco

acuagacggc

aucacuaacc

ucccccuauc

ugugauuuag

cguunucguan

aggagagago

ugaggucccn

gaaauccaag

ucgageggau

gaaaccuccc

gaacaccoag

gaucgucauc

cgagccuuga

gagaucaage

ugauuaacaa

caaccaacac

uuccuaccaa

cuauncauucu

aaagaauccc

aagaacuugu

ucgagagaug

gucuagugec

gauggcgaag

acgacgagag

ggucgocognu

gaucegaggu

ccaunagage

33

auguggcugu

gagcgocugyg

ucgaucaugo

augaugauce

acaanucgug

auvacuauccau

auccuuguee

aagecodage

aaaaaaccag

gauaaggcoou

agugccccug

caaagucacyg

aagacocuce

goucccagaeu

aauggaacug

nacaccguag

aggaacuuac

gcaccagggc

cggoccgggu

aaaaccaccu

acaagacauc

cgcacuccuc

gguaagucnuc

ucuccunaau

cguauaccag

guacauaaac

cuacauccuu

guccggaang

aguugaggaa

ngagauggog

uacugugeods

guggucguge

cucuugacac

agaccaaage

gaagauggga

gugggaaunga

gguggaagan

uccgcccuun

accaagcaau

gougcagaue

acocuucacyg

uaagcauugn

cgagggacug

gganaagagn

acagocuucgc

ugaagauvage

uaacaauaga

gogaugaaan

cccauganua

ancgguccgc

cgggggggac

aunauvagacoc

ucucugauue

acaagcucca

cucacacucg

gauncguggg

aacuacagoc

cgaagagugyg

cauggccuca

aaguacccaa

gacaucggcu

anaccaacaa

gucaagoucy

aucggacaga

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140

4200



daaucaccaa

aagcuagcuc

uagacgcuga

gaacccuauu

uccuaguuga

acggagacaa

gaugggugua

uuuucucacu

ucaccugece

ulucaugcaa

gccuccaccu

augaaccugc

gouggaccega

uaugggaacu

uccaugauga

guccggaaau

augacaagca

ugguccccga

cacaucacgcu

ugcuucgaca

ceacucgagu

gagucacaga

uugaggodgga

ucgggggyguu

uccuguauau

ggcaggacue

gauuuagaaa

unauccagagc

caaguygaggy

gacuucguac

uauuccuagyg

cocgaugugau

ucuagcauuc

aggacgugca

caacacaugg

ccugaacccu

aguggaugua

cgagaagaaa

gagquaggggu

gcauucggga

aaucgacaug

aucagaacuc

cacaacucug

ggoucaacug

aucggquuggyg

uaacaunacug

aguucaaguc

aucacgggea

caacaucgug

gucgaagaac

gaaagguged

ggacecuuuau

caucaaggcu

caccacggga

cuucaugagyg

ccuucugegu

uugguaaaga

aaaccagacc

cauggccuuc

cagaccgace

anuccuugcc

aauucgageqg
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ugggcacucu

dagcacacaa

guucccuaua

gucucuagug

uuguccccgg

cacgacaagc

gauccecugug

aguagacuga

aaggcauuug

gaauaugacu

gggaccuccu

accccugagc

aagagccugu

augaucgauc

gcaacauucg

ccuucgcauc

ucaacccugyg

guugaaggag

agaacucacu

gquggagcuce

acacugaaag

gccguugacg

gggggacuuu

ccouugauuag

guacugugug

ggacugegau

ucucacgagyg

gacccgaacu

gaugagaacg

cgcacguuaa

guuugggacyg

ucggcgagaa

gagccucucu

uccucgggga

agaucguguc

gacauggcgg

augcauggga

cguucgagcu

gaggagcaac

accugaaggyg

ugcugucacu

uuggcaaccu

daaaucaacuu

cucacucaan

uaaacccuac

agaacgguca

cucgagcaug

ugguuccocu

vagaggcocag

cauvacagccu

cgacganagyg

aguuecagga

aucugcgugce

ggucggcgau

cucucgcggc

cugccucaug

uguugagugg

ucuuuucuac

ggcagagaga

aagacgacag

auvnagcccuau

gguucaaaaqg

34

cocucauauau

uuugaacgaa

uaucgaaccc

augcacgocco

auaugcugua

uggggacaac

gguauccagyg

cocuccccaa

ggcecgaagyg

accaaccgga

cucaaugagu

cucgcuuaaa

cugccucucce

cagggcagea

Cuuuuccauc

ucacauggau

ugacaacagc

ucuaungcaac

cuauccccag

gocecuceag

ggaccgaaua

gaaguggcgu

ugugggaguc

gauagugacc

uucgacacac

acaaacccua

uagcuggguu

agguuaugaa

aggucaucgg

cCcgagcccua

acuccuaccu

acucaaguug

uccaacggga

ggguacugec

aucgaacuug

uugcugccaa

aaaaugugga

gaaguguguc

ggagagcucc

auuacacccea

gucauccuag

cuugaaaugu

gagcugggaa

acauucucca

agggecounge

gucagauguc

cuccgcccuu

acugcccucc

cacuccguug

ggucguecug

uuacauccug

gcgegcague

aaaggcaaau

uucaguucuc

ucaaucauca

cgaagaguaa

ggecuauuce

uuccucauuc

ugggauccgu

CCadaaacdga

uucuacacaa

gugaggaceg

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060



aaaaggguua

guguaauaga

geaaaggouc

cagcogugec

ucggccgaga

uucucacuuu

caguaucaga

cugauggecu

geaugaucygy

aggugaucgg

gacuuaacgu

ccauagggua

acaccuauuu

uugaageeoou

ucggecucuu

ugcgaagguu

cuaucaugge

gouccaucaa

cggeougaaac

aavuggagoo

ceaacaagoa

aaaagaagou

aagagauuga

agagagagou

agcaaguccu

ceaugaceanu

cuggaggagy

acaugagaca

ccaacuuaau

auggaacuaa

coggaucaua

guggaauaua

ugcgagguuu

cecggugagg

uacgagguug

ucagaucaga

gaccuugcecg

cauggcagac

ggucacacgg

uacuaucaga

agacauucau

cacaaggacg

ccucgraaacuc

cgcuguccug

daacagcauc

cuuaacuauc

cagaauguug

aagcaagaag

cgaacuguuu

ucuccogoca

ccaugcecua

gocgagacag

ugagcuauau

cauvuacuccga

ugcacacgge

gaaauuaaca

cacugagagu

guccaaccac

gegugauguu

cggacugguc

cagacgaacu

ucuguoguue

cggggggaac

caagguageu
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ucugagugeyg

guugucauug

agagcaauga

gugagaucga

gcaaugaucc

aauguggoua

cgaugggaua

guagaaaaca

geucaauuug

ucucucucac

cuaggacgga

augaugggaa

cucucagaau

uauaugagaou

ggacauccga

gucaagaucc

gugcggaguu

cgacaccccu

aacaacacug

uacaacouug

ggugouugga

ugguucacug

uuccgagaag

ccaagaaugu

augguegeey

gaacucacaa

cacaucaccyg

aaacaugucu

caugaauacu

gacaggaacy

gagggguuac

agagaccuga

ugacavaugy

agcugacega

uaacugaaga

agauccuagc

aucaugagug

ugaacgcuga

ucggeaacuc

cggguuacau

caauccaaua

cogocgaacu

acgguuauga

gagacaggag

udecuguega

usggeacace

ugguugaugyg

cagaccaguc

ucguaaagaa

uccaccacge

cauccuggyge

cagacaucau

ugaagucaaa

agaccauggu

aggauaaguu

ucuccuugau

augagauccu

agagguugau

ugaacauaga

ucgagaogacu

uccaggagge

gggaguuaau

gacagaagee

aaaucaaaca

35

aaugaucgga

gaugcaguua

couucucacdg

agagcgguua

ggcavuugug

cacggucgaqg

uguguecgea

caugaccaga

couagougca

gaccucucuc

ggugaucgec

ucocugauccc

ducugacgceu

ccauaaaque

agougacggy

uvacagcgauc

gcacaaaagg

acgcauaugu

ggougquggag

ugaugacaagqg

aacageuggy

uvaaaccuucyg

gauuggauua

gacauucaag

coogoacuuc

uvagcagaacqg

uuuccagaaa

ggacaaccuc

gaaauacuau

agauggocca

cuggacaaua

ucagaucace

ugugaugagu

cegauuaaag

gggaugcgca

gggagagcaa

auggggaadga

ggcguucuau

guguucaauc

gagacugecu

uacouagacyg

aaacuauggg

ugcauggage

uvaugucaaug

cgagecugeyg

ucggacgcau

auugaaaaga

gacoucygggyg

uggcccaacu

ggguauguce

uucaaccagy

uegugeucue

uggeaggaac

gagcuccugg

acaccaaagg

uucagaaccu

cocgagauca

agaccucaau

uggaacacaa

uuuggcouuca

cuggcugaag

unacgumiaca

guuaccgugu

ggucagggag

6120
€180
6240
6300
6360
6420
6480
€540
6600
6660
6720
6780
€840
6900
€960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920

7980



auaaucaggu

ggagcaagua

cugagguugy

acgguaagcg

gagcunucgce

ggagugccac

ggugcugcuu

geccucugeu

ggggggcgau

agccaaaggc

ucccugancc

gunaucgaccg

cgucaauguu

acauccugca

ucagagecagu

aaugugaacc

aucaagacag

agaggggcouc

uacaucuuug

caaccugcac

auggagucuc

gccuacauga

aaguggacac

cgcgagaacg

aaccegeagu

cccauvuugeu

caucuaccga

aaungagcaqg

gguugaccaa

unuaugcaca

uaccguugga

ggucacdcua

cuguagagac

uuugeesgue

cauguucuna

ccucucgaau

cagcgcagceg

gucugegeay

gguuaaggec

goceggecua

cauncgoaggy

ggcgacuage

ggagaucaua

guuaaaggac

agagguagece

ggucaagaac

umuncuuuccu

gauuguucgc

cgacucuacuc

ggcuaccugg

caagcaauua

agucggacac

ggaggaccac

cgacaucacce

ggcagucaag

ucgacuacua

gagcaaucua

agquaggggdyg

agucaacaac

guacagucga

aagcogucau

gugucaucau
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auauuuccgy

aagagceaguc

aagacugaag

gagggaguuc

gaguuuguce

guagagcuug

gegaucagaa

uacgagogua

cguccaaccu

uggcocogguan

gocouggeouc

cunuuccuguc

ccggeggeca

agagacuaug

gugaagaccg

counuaauga

aagugoucca

cucaaccgga

ggaaggagcc

gceccaacagu

ccocuuagaac

ggagauuuce

acaacucugg

guucgaaaag

agagecauua

uuagegucug

ggcaacgeeg

unauauncadgmu

ggaucaaaaa

anagaccuca

cacauvugagu

aucgagaguu

agquuccugac

agacauggau

cacuunaagau

cgucccucga

accuaacucc

aucaccucau

aguucauuaa

uugagagccu

ugauguuaga

aanugaaguc

ucaaccuuce

ucaacaccau

uuaccgauua

agcuagacac

gcgaunaucuu

cgacuucuac

ugaaaaggaa

cucuggecag

aucggaacca

uguueggueg

ugcaaaccuu

ggccguucua

gagugaauua

auugguucau

uuaccgacau

uccaucgcua

ugcanacuna

acacugacgc

ucuuggaguc

gcaaucacug

36

geouucagau

acguocucagu

gucaucacgu

guuucucaag

ggaagaucug

cunacguagga

cuacuccccu

cuacgacgga

agucaaaagu

agaucucauc

aauggugeca

cuuaucgucg

cacaaccccg

cccacuccaa

auuggecagu

cucggcaucn

aaucaggaga

ugagaucaan

auuagacacc

gucuugggga

aauvaacaccc

cgccagegag

ccocuuacaua

cguaguugag

ucccgaggayg

caauccucaa

cagougecga

unuaucuguc

acacuuaccaqg

ucugcacacc

vavagaggau

cegguggaga

caavauuucyg

cucuaugeuu

aagaunaggca

gccagagucu

naugnccucyg

guucuggagqg

ggaacaaagce

aucugeugga

aucaaagggu

nanaccucuy

gugguaucuc

uccgegggeg

aacccogeage

gacuuauuca

cuccoggcau

aaagougcoy

aagaugaugu

agaugucuca

aagcagaucc

agccauagau

caungugaacc

ggoucggaga

ccgcuucuga

ucagaugegu

gaccacuacu

cuauccgaca

acaacagagc

agcaugauga

ggagagaugy

avacccgacyg

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

£880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840



agoccaaucac

ccuuucuuua

geaugaacau

acuuuguuge

ucucguggac

uguucgcuus

augcauucuu

auuaucugge

acggguucag

gaagaugoug

uuguuuggau

gauuacgguu

agucugageyg

auacgcugau

uaauucgaga

uucagaacaa

acaaguaccu

acggaacugg

cgcucgucaa

uggaucuucu

uugggueuga

agguggacac

aucaauacuu

uugucgugaa

agcuguccee

ucguccuaag

ucccuaaacu

uageogugoau

aaccguuccu

uggegguage

aucuacaceyg

ggaugaucau

gggggaceeyg

caucaggeaa

dguesgueun

auucogaguu

cuggougage

acuggaaugg

uaagaugcua

caaccuguuc

cooeaeogee

ugogaacagu

gccaggaacg

cagcgaaguu

agagoeguac

gaaacggaua

ggaccuggau

auacaggaaa

cucccuaaaa

agguaucacc

cuaugaccac

gegeggggea

couaacugac

ucuauggucu

ugagaacauc

gguguaucug

augegecauc

caaucucauc

aacaucccuu

caguaaaagg

ucacuacauc

ugacacaaug

geavagggae

cucaceaauc
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gouuggacug

caagaucugc

goecggauugg

auccgggogu

cgaauugauc

caucauguan

gugucuaaaa

guugacccuc

gagacaguce

gogocguoga

aacaauuaug

aaacuaguug

gauuugguce

cogaggeuca

gucgcaguca

uugauuuuca

ucagaguuga

gccgecauga

gugacacaac

cecucuggua

coudgauuua

gacgcagagyg

auugcuuuga

acucaagaca

aucgugucuc

goaccagaca

guucecccaga

uggggacuuu

acaaagguca

aucaacaguu

geacuggguu

geuuagcage

aagucaaguu

cggucaaaga

guceggagge

cagagacgga

cugacaaauu

uaaugucagy

gaaucucaga

agacucgega

coaacgcasaa

ucuuvagaauc

gagacguugu

acauuacacyg

cggacaugea

ugegeaagge

ucaaugceuga

gagagccogaa

cagaguucac

uggccgaugyg

agggauuauc

ggcucuugasa

cagecuacuu

gocgacuuuug

gacaucgguu

cugcuaccac

ucuucucgac

ceccuguega

ggacgacagu

ucagaucucc

ucucagacaa

acaagaaggc

ucgggaggayg

auuuugagaa

37

uccuucaagu

caaacucgag

gauuagugag

uguegacocu

gguugaguan

cgugagueuy

gacucegeua

ageacuaaug

ugeogeegea

agcocuucac

caucuggucu

auvaucagcag

gguucuugag

gagacguees

ucaucccgou

gauuaucacyg

cucagcaaug

gauagaugug

cguacaagec

uccgggaaga

ugaucaauaun

ggacaagacu

cgugaagaca

aauugaagca

ggaaggeucs

couugagaug

gaaaugcuau

gagcauvageca

aggaacacaa

uaucucaccc

auccuugean

ueeggecaay

ccucaggage

ccugqugocuc

cuagegeacu

aacgauguuc

aucgugoaug

agogucagaqg

agquucanucu

agoucuaaau

goeogaaauaa

agccgugagy

cauuacauua

ugguggagac

agegaccuag

ceucuucagy

cacucuguge

ggagcugugu

gugaucggag

ugguaucaga

cecggcageau

uuegeaucau

cooccguuca

uccaaguuga

aauggacagc

uucagaaaga

acagaaugcu

guggagaaua

uccegacgag

cuugaaguac

cugaguouca

cgaguguucy

cucaucugyy

uugauggaug

9800

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10520

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760
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uccuggacau

accugucaun

ucccgcuaun

cuguguucaa

cugucaagag

unauvgucceccaa

uceggggaga

agacaacacc

ucacaugucc

aauaaaaaac

aaguuucuga

cgu

guugaccaau

uagugucagu

cgaaggauca

ccaggucgag

gacacaggag

ugaageggea

ucuauaucgco

ucagcacucu

cacgcgacge

cgauuauuca

gauggugggg

<210> 3

<211> 412

<212> PRT

<213> Rhabdovirus Farmington

<400> 3
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daacaucucaqg

goagaccgag

gaccuaaaau

ccuuuuaagyg

uuacguuaca

aaaaacacug

ccuaccgauc

ccuccagagg

dagauauaac

guugcuugag

auuagggggce

cuuucuuauc

auguccggau

ucaugaaaac

ggaucgocau

acaaccuaau

cooogouuey

gcauaccaau

augaggcaua

gacaagcaac

ggaguuucaa

accuagagua

Met Ala
1

Ser Leu

Phe

Val

Thr
50

Pro

Leu Ser

65

Trp Asn

Asp

Gly

Ser Asp

Arg Pro

Gln Ala

20

Lys
35

Asp

Asp Asp

Glu Glu

Thr Pro

Gly Gly

100

Glu
115

Ala

Len

Thr

Phe

Ile

Tyr

Thr

85

Ser

Asn

Ala

Leu

Tyr

Ala

Thr

70

Pro

Phe

Ala

Ala

Ser

Leu

Gln

55

Lys

Asn

Thr

Trp

Ala

Arg

Gln

40

Ser

Ala

Gly

Ala

Ala
120

38

Gln

Ala

25

Glu

Gly

Thr

Leu

Len

105

Ala

His

10

Ser

Gln

Pro

Asp

Leu

90

Pro

Arg

gauaucgucyg
ugacagcaaa
caucaugucu
aaacccuucu
uuacacuaag
agecaacaug
caugacucua
acugaauccu
ucgcccuauu
ucaguueagu

UgUUUUUCY

Leu Ile

Lys Thr

Tyr Ser

Met Len

60

Ile
75

Ala
Arg Glu
Ala

Ser

Ile Ser

ucaggauuug

cuugucagac

accoucggau

aaacuaauga

gaugccauce

guauacoccyg

gucagcgaug

cccugaaggce

dacugugauu

gquaugauagg

uuuuaugegu

Thr

Arg

Val

45

Len

Gln

Hisg

Ala

Asp
125

Glu

Ala

30

Pro

Gln

Ser

Leu

Ile

110

Ser

Arg

Glu

Thr

Ala

Ile

Asp

95

Arg

Gly

11820
11880
11340
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420

12423

His

Glu

Ile

Ile

Leu

80

Ala

Pro

Leu



Gly

Gly

145

Leu

Thr

Asn

Ser

Tyr

225

Asp

Ala

Asp

Leu

Met

305

Tyr

Gly

Glu

Asp

Pro

130

Arg

Met

val

Gly

Gln

210

Leu

Phe

Leu

Glu

Thr

290

Phe

Arg

Ala

Val

Phe

Val

Gly

Asn

Arg

Leu

195

Asp

Gly

Leu

Arg

Pro

275

Tyr

Ala

Thr

Met

Ser

355

Glu

Phe

Glu

Leu

Leu

180

Ala

Ala

Leu

Ser

Ala

260

Met

Leu

Gln

Ala

Ala

340

Ala

Ala

Tyr

Thr

Asn

165

Pro

Ala

Phe

Leu

Asp

245

Leu

Gln

Ser

Cys

Thr

325

Gly

Gln

Ser

ES 2627 529 T3

Ala

Ser

150

Ala

Ile

Thr

Phe

His

230

Pro

Val

val

Glu

Met

310

Trp

Tyr

Thr

Ser

Ala

135

Arg

Ile

Asn

Leu

Tyr

215

Arg

Arg

Gln

Trp

Thr

295

Leu

val

Ile

Gly

Lys

Leu

Val

Phe

val

Trp

200

Gly

val

Ile

Leu

Ala

280

Pro

Lys

Met

Gln

Leu

360

Pro

39

Ala

Gln

Gly

val

185

Leu

Leu

Gln

Ile

Gly

265

Cys

Ala

Gly

Pro

Ala

345

Asp

Lys

Ala

Gln

Thr

170

Asn

Tyr

Ile

Glu

Gln

250

Asn

Arg

Lys

Asp

Tyr

330

Arg

Val

Ala

Tyr

Asn

155

Thr

Asn

Tyr

Arg

Ile

235

Val

Asp

Gly

Lys

Ser

315

Cys

Gln

Asn

Ala

Ile

140

Ile

Ile

Ser

Arg

Pro

220

Asp

Asn

Phe

Ile

Gly

300

Glu

Asp

Asn

Met

Pro

Ile

Gly

Thr

Leu

Ser

205

Cys

Glu

Glu

Lys

Asn

285

Ala

Ala

Asn

Thr

Ala

365

Ile

Gly

Gln

His

Ala

190

Ser

Cys

Met

Val

Thr

270

Asn

Val

Trp

val

Arg

350

Ala

Ser

Trp

Lys

Pro

175

val

Pro

Ser

Glu

Tyr

255

Ala

Gly

Val

Asn

Ala

335

Ala

Val

Leu

Ser

Trp

160

Thr

Arg

Gln

Gly

Pro

240

Ser

Asp

Tyr

Leu

Ser

320

Leu

Tyr

Lys

Ile
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370 375 380

Pro Arg Pro Ala Asp Val Ala Ser Arg Thr Ser Glu Arg Pro Ser Ile
385 390 395 400

Pro Glu Val Asp Ser Asp Glu Glu Leu Gly Gly Met
405 410

<210> 4

<211> 316

<212> PRT

<213> Rhabdovirus Farmington

<400> 4

Met Glu Asp Tyr Leu Ser Ser Leu Glu Ala Ala Arg Glu leu Val Arg
1 5 10 15

Thr Glu Leu Glu Pro lys Arg Asn Leu Ile Ala Ser Leu Glu Ser Asp
20 25 30

Azp Pro Asp Pro Val Ile Ala Pro Ala Val Lys Pro Lys His Pro Lys
35 40 45

Pro Cys Leu Ser Thr lys Glu Glu Asp His Leu Pro Ser Leu Arg leu
50 55 60

Leu Phe Gly Ala Lys Arg Asp Thr Ser Val Gly Val Glu Gln Thr Lleu
65 70 75 80

His Lys Arg Leu Cys Ala Cys Leu Asp Gly Tyr Leu Thr Met Thr Lys
85 90 95

Lys Glu Ala Asn Ala Phe Lys Ala Ala Ala Glu Ala Ala Ala Leu Ala
100 105 110

Val Met Asp Ile Lys Met Glu His Gln Arg Gln Asp Leu Glu Asp Leu
115 120 125

Thr Ala Ala Ile Pr¢ Arg Ile Glu Phe Lys Leu Asn Ala Ile Leu Glu
130 135 140

Asn Asn Lys Glu Ile Ala Lys Ala Val Thr Ala Ala Lys Glu Met Glu
145 150 155 160

Arg Glu Met Ser Trp Gly Glu Ser Ala Ala Ser Ser Leu lys Ser Val
165 170 175

Thr Leu Asp Glu Ser Phe Arg Gly Pro Glu Glu Leu Ser Glu Ser Phe

40
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Gly

Glu

Leu
225

Phe

Lys

Trp

Met

Leu
305

<210> 5
<211> 148
<212> PRT

Ile

Thr

210

Arg

Ala

Glu

Asp

Ile

290

Pro

Arg

195

Ser

Thr

Phe

Thr

Leu

275

Arg

Thr

180

Tyr

Ile

Met

Ile

Arg

260

Arg

Gly

Thr

<213> Rhabdovirus Farmington

<400> 5

Met

Glu

Gly

Lys

Pro

65

Leu

Arg

Ser

Ile

Lys

50

Val

Asp

Arg

Glu

Arg

35

Thr

Leu

Phe

Arg

20

Val

Leu

Ala

Ala

Lys

Val

Trp

Pro

245

Thr

Asp

Asn

Ile

Phe

Pro

Thr

His

Asp

Phe

ES 2627 529 T3

Val

Asp

Leu

230

Thr

Leu

Pro

Glu

Arg
310

Leu

Pro

Gly

Ser

Ala

70

Val

Arg

Leu

215

Ser

Cys

Leu

Thr

Ile

295

Gly

Gly

Pro

Tyr

Phe

55

Pro

Lys

Thr

200

Arg

Leu

Glu

Pro

Ile

280

Ala

Trp

Glu

185

Trp

Pro

Asp

Arg

Leu

265

Leu

Ser

Lys

Ser

Asn

Ser

Thr

Leu

250

Ala

Glu

Ile

Ser
10

Tyr Ala Val

Phe
40

Ala

25

Gln

Val

Cys

Lys

Ser Leu Lys

Pro

41

Pro

Asn

Glu

Pro

Ser

235

Glu

Glu

Lys

Asn

Ala
315

Ala

Glu

Asn

Len

Ile

75

Gly

Phe

Val

220

Phe

Thr

Ser

Ala

Gln

300

Tyr

Pro

val

Glu

Cys

60

Ala

Thr

Lys

205

Ser

Arg

Lys

Ile

Cys

285

Val

Ala

Pro

Arg

45

Asp

Ile

val

190

Lys

Phe

Leu

Ala

Met

270

Val

Lys

Arg

Gln

30

Pro

Ala

Trp

Thr

Ala

Arg

Ile

Lys

255

Arg

Val

Asp

Asp

15

Ser

Lys

Ile

Thr

Ile

Leu

Glu

Gly

240

Cys

Arg

Met

Val

Trp

His

Ser

Lys

Ala

80

Asp



Ala Ala Val Lys
100

Gly Asp Glu Ile
115

Ile Arg Asn Leu
130

Ser Pro Glu Pro
145

<210> 6

<211> 704

<212> PRT

<213> Rhabdovirus Farmington

<400> 6

ES 2627 529 T3

85

Ala Thr Pro

Phe Gln Met

Pro His Asp
135

90 95

Leu Ile Gly Asn Thr Gln Tyr Thr Val
105 110

Leu Gly Arg Arg Gly Gly Leu Ile Val
120 125

Tyr Pro Arg Thr Leu Ile Glu Phe Ala
140

42



Leu

Pro

Pro

Leu

65

Asp

His

Arg

Thr

Ala

Leu

Thr

Leu

Glu

50

Pro

Thr

Gly

Ser

Asp

130

Leu

Arg

Leu

Leu

35

Glu

Pro

Ser

Leu

Gly

115

Asp

Ser

Ile

Asp

20

Asn

Leu

Pro

Ile

Asn

100

Met

Glu

Cys

Gln

Leu

Asp

Val

Gly

Pro

85

Asp

Lys

Arg

Thr
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Ile

Ser

Ser

Val

Phe

70

Cys

Thr

Tyr

Val

Gly

Pro

Gly

Trp

Tyr

55

Glu

Arg

Thr

Pro

Glu

135

Ser

Pro

Ala

Asp

40

Gln

Arg

Gly

Val

Thr

120

Glu

Pro

43

Ile

Arg

25

Leu

Asn

Trp

Pro

Ser

105

His

Asp

Val

Ala

10

Arg

Phe

Tyr

Tyr

Cys

90

Arg

Ala

Ile

Glu

Ile

Thr

Ser

Ser

Ile

75

Leu

Arg

val

Gly

Met

Ile

Thr

Ser

His

60

Asn

val

Gly

Arg

Tyr

140

Ala

Len

Thr

Tyr

45

Asn

Arg

Pro

Gly

Leu

125

val

Ile

Val

Gln

30

Gly

Ser

Arg

Tyr

Gly

110

Gly

Asn

Pro

Ser

15

Arg

Asp

Ser

val

Ile

95

Trp

Pro

val

Thr

Len

Ile

Ile

Glu

Ala

80

Leu

Arg

Ser

Ser

Ile



145

Pro

Val

Ala

Leu

Ala

225

Asp

Gly

Ser

Pro

Asp

305

Trp

Glu

Thr

Phe

Asp
385

Asp

Lys

Trp

Phe

210

Phe

Ala

Tyr

Cys

Gly

290

val

Val

Val

Pro

Asp

370

Met

Cys

Leu

Ser

195

Gly

Lys

Glu

Cys

Thr

275

His

His

Tyr

Cys

Pro

355

Leu

Glu

Thr

Asp

180

Cys

Glu

His

Gly

Arg

260

Pro

Gly

Asp

Glu

Leu

340

Gln

Lys

Tyr

Ser

165

Val

Ile

Asn

Thr

Arg

245

Thr

Ile

Gly

Lys

Lys

325

Phe

Gly

Gly

Asp
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150

Ala

Met

Gly

Leu

Arg

230

Ala

Leu

Glu

Tyr

His

310

Lys

Ser

Glu

Ala

Leu
390

Ile

Arg

Gln

Ile

215

Ala

Val

Phe

Leu

Ala

295

Ala

Asp

Leu

Leu

Arg

375

Leu

His

Arg

Lys

200

Tyr

Ser

Pro

Asn

Val

280

Val

Trp

Pro

Ser

Leu

360

Arg

Ser

44

Pro

Asn

185

Ile

Thr

Leu

Tyr

Thr

265

Leu

Leu

Asp

Cys

Arg

345

Thr

Ile

Leu

Arg

170

Pro

Thr

Gln

Leu

Ile

250

Trp

Val

Leu

Gly

Ala

330

Gly

Cys

Thr

Pro

155

Ser

Asn

Asn

val

Asn

235

Leu

val

Asp

Pro

Asp

315

Phe

Ser

Pro

Pro

Thr
395

Glu

Tyr

Arg

Glu

220

Glu

Gly

Ser

Leu

Asn

300

Asn

Glu

Arg

His

Ile

380

Gly

val

Pro

Cys

205

Ala

Ser

Asp

Ser

Asn

285

Gly

Lys

Leu

Leu

Ser

365

Ser

Val

Thr

Pro

190

Asp

Ser

Asn

Ile

Glu

270

Pro

Asp

Met

Val

Arg

350

Gly

Cys

Ile

val

175

Ile

Trp

Ser

Gly

Glu

255

Ile

Leu

Lys

Trp

Ser

335

Gly

Lys

Lys

Leu

160

Pro

Arg

Ala

Leu

Ile

240

Pro

val

Ser

Val

Arg

320

Arg

Ala

Ala

Ile

Gly
400



Leu

Leu

Phe

Leu

Val

465

His

Val

Cys

Leu

Ile

545

Ile

Gly

Gly

Lys

Lys

625

Glu

His

Glu

Ser

Ser

450

Gly

Asp

Arg

His

Val

530

Val

Thr

Arg

Pro

Glu

610

Ala

Ala

Leu

Met

Len

435

His

Met

Asp

Cys

Met

5315

Val

Val

Len

Pro

Len

595

Phe

Ala

Asp

Ser

Tyr

420

Lys

Ser

Ile

Asn

Arg

500

Asp

Pro

Glu

Ser

Val

580

Gln

Gln

Val

Thr

Glu

405

Glu

Glu

Ile

Asp

Ile

485

Pro

Leu

Leu

Gly

Lys

565

Leu

Len

Glu

Asp

Thr
645
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Leu

Pro

Leu

Cys

Leu

470

Leun

Glu

Arg

Asp

Val

550

Asn

Arg

His

Asp

Asp

630

Gly

Gly

Ala

Gly

Leu

455

Asn

Ala

Ile

Pro

Asn

535

Glu

Arg

Gln

Pro

Arg

615

Leu

Gly

Thr

Thr

Ser

440

Ser

Pro

Thr

Val

Tyr

520

Ser

Ala

Thr

Lys

Ala

600

Ile

Arg

Gly

45

Ser

Thr

425

Trp

Thr

Thr

Phe

Gln

505

Asp

Thr

Ser

His

Gly

585

Thr

Ala

Ala

Leu

Phe

410

Leu

Thr

Phe

Arg

Glu

430

Val

Lys

Ala

Leu

Ser

570

Ala

Arg

Arg

Lys

Trp
650

Gly

Thr

Glu

Ser

Ala

475

Asn

Pro

Gln

Len

Cys

555

Tyr

Val

val

Ser

Trp

635

Ser

Asn

Pro

Ala

Ile

460

Ala

Gly

Ser

Ser

Leu

540

Asn

Ser

Glu

Asp

Arg

620

Arg

Ala

Leu

Glu

Gln

445

Trp

Arg

His

His

Arg

525

Val

His

Leu

Len

Leu

605

val

Lys

Ile

Ser

Gln

430

Leu

Gln

Ala

Phe

Pro

510

Ala

Prao

Ser

Tyr

Pro

590

Tyr

Thr

Gly

val

Met

415

Ile

Lys

Leu

Leu

Ser

435

Arg

Ser

Asp

val

Pro

575

Thr

Thr

Asp

Lys

Gly
655

Ser

Asn

Ser

Ser

Leu

430

Ile

Ala

Thr

Asn

Ala

560

Gln

Ile

Leu

Ile

Phe

640

val
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Phe Ser Ser Leu

660

Ala Ile Val Thr

675

Cys Ala Rla Ser

<210>7
<211> 2129
<212> PRT

690

<213> Rhabdovirus Farmington

<400> 7

Ser

Arg

Pro

Trp

65

Ala

Cys

Leu

Glu

Arg

145

Thr

Ala

Ser

Pro

Ile

50

Asp

Arg

Val

Pro

Asp

130

Ser

Leu

Phe

Glu

Lys

35

Arg

Gly

Phe

Ile

Ile

115

Leu

Lys

Pro

Asp

Gly

20

Thr

Ala

Phe

Ser

Asp

100

Lys

Leu

Ile

Ala
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Gly Gly Phe

Ser Ile Ile

Cys Ser Thr

Pro

Arg

Arg

Leu

Lys

Glu

85

Pro

Gly

Thr

Leu

Met
185

Asn

Pro

Leu

Phe

Arg

70

Cys

Val

Lys

Gly

Ala

150

Ile

695

Trp

Thr

Arg

Tyr

55

Leu

Val

Arg

Gly

Met

135

Glu

His

Phe

Ile

680

His

Gln

Asp

Thr

40

Thr

Leu

Thr

Val

Ser

120

Arg

Arg

His

46

Met
665

Leu

Arg

Arg

Glu

25

Phe

Ile

Pro

Tyr

Val

105

Thr

Thr

Len

Glu

Arg Pro Leu

Tyr Ile Leu

Arg Val Arg

Glu

10

Asn

Leu

Fhe

val

Gly

90

Ile

Arg

Ala

Gly

Trp
170

Gly

Glu

Ala

Len

Arg

75

Met

Glu

Leu

val

Arg

155

Ala

700

Tyr

Asp

Arg

Gly

Thr

Ile

Len

Arg

Pro

140

Ala

Phe

Ile

Leu

685

Gln

Glu

Asp

Thr

45

Ile

Glu

Gly

Thr

Ala

125

Gln

Ile

val

Ala Leu Ala

670

Arg

Azp

Trp

Arg

30

Leu

Arg

Lys

Cys

Glu

110

Met

Ile

Gly

Met

Val Leu

Ser Trp

Asp

15

Gly

Asn

Ala

Gly

Asp

95

Met

Ile

Arg

Gly
175

Pro

His

Ser

Val

Tyr

80

Glu

Gln

Thr

val

Glu

160

Lys



Ile

Glu

Asn

Glu

225

Asp

Glu

Leu

Tyr

Met

305

Asn

Val

Val

Asp

Lys

385

Glu

Cys

Leu

Gly

Ser

210

Asn

Ile

Val

Lys

Glu

290

Gly

Ser

Glu

Ser

Gly

370

Ile

Leu

Ser

Thr

Val

1595

Val

Thr

His

Ile

Leu

275

Val

Arg

Ile

Ala

Asp

355

Ala

Pro

Phe

Ile

Phe

180

Leu

Ser

Gly

Ala

Gly

260

Trp

Ile

Asp

Len

Len

340

Ala

Asp

Asp

Val

Asn
420

Met

Ser

Ala

Tyr

Gln

245

Thr

Gly

Ala

Ser

325

Len

Phe

Gly

Gln

Arg

405

Leu
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Ala

Leu

Val

Ile

230

Phe

Arg

Leu

Cys

Ser

310

Glu

Thr

Gly

Ile

Ser

330

Ser

Pro

Asp

Ser

Phe

215

Met

Ala

Thr

Asn

Met

295

Pro

Phe

Ile

Leu

Glu

375

Thr

Phe

Pro

Asn

Glu

200

Asn

Thr

Ile

Ser

Val

280

Glu

Asp

Pro

Tyr

Phe

360

Lys

Ala

Val

Arg

47

Val

185

Val

Pro

Arg

Gln

Leu

265

Leu

Pro

Pro

Val

Met

345

Arg

Met

Ile

Lys

His
425

Gly

Thr

Asp

Glu

Tyr

250

Ser

Lys

Ile

Tyr

Asp

330

Ser

Met

Arg

Asp

Lys

410

Pro

Met

Arg

Gly

Thr

235

Leu

Pro

Leu

Gly

Val

315

Ser

Phe

Len

Arg

Leu

385

His

Phe

Asn

Arg

Leu

220

Ala

Ala

Ala

Leu

Tyr

300

Asn

Asp

Gly

Gly

Leu

380

Gly

Lys

His

Ala

Trp

205

Thr

Cys

Ala

Glu

Gly

285

Ala

Asp

Ala

Thr

His

365

Ser

Ala

Arg

His

Asp

130

Asp

Ile

Met

Tyr

Leu

270

Arg

val

Thr

Arg

Pro

350

Pro

Lys

Ile

Trp

Ala
430

Thr

Ile

Arg

Ile

Leu

255

Thr

Asn

Leu

Tyr

Ala

335

His

Met

Lys

Met

Pro

415

Arg

Val

Gly

val

Gly

240

Asp

Ser

Gly

Met

Leu

320

Cys

Lys

vVal

val

Ala

400

Asn

Leu



Cys

Trp

Asn

465

Glu

Gln

Ser

Lys

Arg

545

Thr

Thr

Thr

Ile

His

625

Asp

Pro

Gly

Ala

450

Leu

Leu

Lys

Glu

Leu

530

Met

Glu

Met

Arg

Asp

610

Val

Arg

Gly

Tyr

Tyr

435

Ala

Ala

Tyr

Lys

Leu

515

Ile

Phe

Ser

Thr

Pro

595

Phe

Phe

Thr

Thr

Val

Val

Val

Asp

Gly

Leu

300

Leu

Gly

Ser

Met

Met

580

Gln

Gln

Glu

His

Asn

660

Tyr

Pro

Glu

Ile

Ala

485

Ile

Glu

Leu

Leu

Val

565

Ser

Ser

Lys

Arg

Glu

645

Leu

Thr
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Ala

Phe

Ile

470

Trp

Leu

Glu

Thr

Met

3550

Ala

Aszsn

Gly

Trp

Leu

630

Tyr

Ser

Gly

Glu

Asn

455

Asp

Met

Arg

Ile

Pro

535

Thr

Asp

His

Gly

Asn

615

Asp

Phe

Phe

Ser

Thr

440

Gln

Asp

Lys

Trp

Asp

520

Lys

Phe

Glu

Glu

Gly

600

Thr

Aszsn

Gln

Asp

Tyr

48

His

Glu

Lys

Ser

Phe

505

Ala

Glu

Lys

Ile

Leu

585

Arg

Asn

Leu

Glu

Arg

665

Gly

Fro

Phe

Ser

Lys

490

Thr

His

Arg

Phe

Leu

570

Thr

Asp

Met

Phe

Ala

650

Asn

Gly

Leu

Glu

Cys

475

Thr

Glu

Gly

Glu

Arg

555

Pro

Lys

Val

Arg

Gly

635

Lys

Gly

Aszn

Aszn

Pro

460

Ser

Ala

Thr

Phe

Leu

540

Thr

His

Arg

His

His

620

Phe

Tyr

Glu

Glu

Aszn

445

Pro

Pro

Gly

Met

Arg

525

Lys

Tyr

Phe

Leu

Ile

605

Gly

Thr

Tyr

Leu

Gly

Thr

Arg

Asn

Trp

Val

510

Glu

Leu

Gln

Pro

Ile

590

Thr

Leu

Aszn

Leu

Ile

670

Leu

Ala

Gln

Lys

Gln

495

Lys

Glu

Thr

Val

Gln

575

Ser

Val

Val

Leu

Ala

655

Asp

Arg

Ser

Tyr

His

480

Glu

Pro

Asp

Fro

Leu

560

Ile

Arg

Asn

Lys

Ile

640

Glu

Gly

Gln



Lys

Asp

705

Val

Arg

Ser

Trp

Gly

785

Trp

Gly

Leu

Glu

865

Pro

Lys

Ile

Pro

690

Thr

Ser

Gln

Met

770

Val

Ser

Ser

Tyr

Ile

850

Arg

Gly

Pro

Ile

675

Trp

Lys

Leu

Lys

Tyr

155

Ser

Pro

Asn

Ala

Val

835

Tyr

Lys

Leu

Lys

Lys
915

Thr

Ile

Ile

Tyr

740

Phe

Ser

Leu

Glu

Thr

820

Leu

Ser

Phe

Arg

Ala

200

Gly

Ile

Lys

Phe

725

Cys

Ala

Arg

Lys

Phe

805

Ser

Gly

Pro

Ile

Pro

485

Ile

Phe
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Val

His

710

Pro

Arg

Glu

Leu

Met

790

Val

Ala

Cys

Val

Asn

870

Thr

Gly

Pro

Thr

695

Gln

Asp

Asp

Val

Tyr

775

Phe

Pro

Ala

Cys

Leu

855

Tyr

Phe

Gly

Asp

680

Val

Ile

Arg

Lys

Gly

760

Ala

Leu

Ser

Val

Leu

840

Glu

Asp

Glu

Trp

Pro
920

49

Cys

Thr

Glu

Ser

745

Leu

Tyr

Lys

Leu

Glu

825

Ser

Gly

Gly

Ser

Pro

905

Ala

Gly

Gly

Leu

730

Ser

Pro

Gly

Lys

Glu

810

Leu

Ala

Pro

Gly

Leu

890

Val

Thr

Ile

Gln

715

Pro

Gln

Val

Lys

Ile

795

Glu

Asp

Gln

Leu

Thr

875

Val

Ser

Tyr

700

Gly

Ser

Phe

Lys

Arg

780

Gly

Asp

Leu

Ala

Leu

860

Lys

Lys

Met

Ala

685

Lys

Asp

Asp

Leu

Thr

765

Met

Arg

Thr

Ile

845

Val

Arg

Ser

Leu
925

Val

Asn

Pro

Thr

750

Glu

Phe

Ala

Ala

Pro

830

Arg

Lys

Gly

Ile

Glu

210

Ala

Ala

Gln

Val

735

Arg

Glu

Leu

Phe

Arg

815

Tyr

Asn

Ala

Ala

Cys

8s5

Asp

Gln

Arg

Val

720

Glu

Leu

Thr

Glu

Ala

800

Val

Val

His

Tyr

Met
880

Trp
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Lys Ser Met Val Pro Tyr Thr Ser Gly Ile Asp Arg Glu Ile Ile Leu
930 935 940

Ser Cys Leu Asn Leu Pro Leu Ser Ser Val Val Ser Pro Ser Met Leu
945 950 955 9640

Leu Lys Asp Pro Ala Ala Ile Asn Thr Ile Thr Thr Pro Ser Ala Gly
965 970 975

Asp Ile Leu Gln Glu Val Ala Arg Asp Tyr Val Thr Asp Tyr Pro Leu
980 985 990

Gln Asn Pro Gln Leu Arg Ala Val Val Lys Asn Val Lys Thr Glu 1
995 1000 1005

Asp Thr Leu Ala Ser Asp Leu Phe Lys Cys Glu Pro Phe Phe Pro
1010 1015 1020

Pro Leu Met Ser Asp Ile Phe Ser Ala Ser Leu Pro Ala Tyr Gln
1025 1030 1035

Asp Arg Ile Val Arg Lys Cys Ser Thr Thr Ser Thr Ile Arg Arg
1040 1045 1050

Lys Ala Ala Glu Arg Gly Ser Asp Ser Leu Leu Asn Arg Met Lys
1055 1060 1065

Arg Asn Glu Ile Asn Lys Met Met Leu His Leu Trp Ala Thr Trp
1070 1075 1080

Gly Arg Ser Pro Leu Ala Arg Leu Asp Thr Arg Cys Leu Thr Thr
1085 1090 1095

Cys Thr Lys Gln Leu Ala Gln Gln Tyr Arg Asn Gln Ser Trp Gly
1100 1105 1110

Lys Gln Ile His Gly Val Ser Val Gly His Pro Leu Glu Leu Phe
1115 1120 1125

Gly Arg Ile Thr Pro Ser His Arg Cys Leu His Glu Glu Asp His
1130 1135 1140

Gly Asp Phe Leu Gln Thr Phe Ala Ser Glu His Val Asn Gln Val
1145 1150 1155

Asp Thr Asp Ile Thr Thr Thr Leu Gly Pro Phe Tyr Pro Tyr Ile
1160 1165 1170

50



Gly

Asn

Arg

Leu

Asp

Arg

Leu

Thr

Ser

Glu

His

Ile

Pro

Lys

Ala

Val

Ser
1175

Tyr
1190

Ala
1205

Leu
1220

His
1235

Tyr
1250

Tyr
1265

Lys
1280

Met
1295

Ser
1310

Ile
1325

Thr
1340

Gln
1355

Asp
1370

Gly
1385

Ala
1400

Glu

val

Ile

Ser

Tyr

Ser

Gln

Tyr

Met

Leu

Glu

Gly

Glu

Lys

Leu

Phe

Thr

val

Asn

Asn

Ser

Cys

Leu

Ser

Ile

His

Cys

Asp

Pro

Leu

Gly

Arg

Arg

Glu

Trp

Leu

Ser

Arg

His

Arg

Tyr

Thr

Asn

Pro

Phe

Glu

Pro

val
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Glu

Pro

Phe

Leu

Thr

Leu

Thr

Gly

Ala

Gly

His

Ala

Leu

Pro

Glu

Ile

Arg
1180

Leu
1195

Ile
1210

Ala
1225

Glu
1240

Ser
1255

Tyr
1270

Ser
1285

Gln
1300

Glu
1315

Cys
1330

Trp
1345

Tyr
1360

Val
1375

Ala
1390

Arg
1405

Ala

Leu

Pro

Ser

Val

Asp

Leu

Lys

Ser

Met

Ile

Thr

Ile

Pro

Ile

Ala

51

Val

Lys

Glu

Val

Gly

Lys

Ser

Asn

Arg

val

Glu

Glu

Arg

Arg

Ser

Ser

Lys

Pro

Glu

Thr

Gly

Val

Thr

His

Pro

Asp

Val

Gln

Met

Glu

Glu

Val

Ala

Ser

Asp

Gly

Ser

Thr

Asp

Ile

Leu

Ile

Lys

Gln

Asn

Thr

Arg
1185

Val
1200

Asp
1215

Ile
1230

Asn
1245

Arg
1260

Thr
1275

Ala
1290

Asp
1305

Glu
1320

Pro
1335

Phe
1350

Asp
1365

Ile
1380

Ala
1395

Asp
1410

Lys

Arg

Ala

Asn

Ala

Val

Glu

His

Leu

Cys

Asp

Pro

Leu

Val

His

val

Gly

Leu

Ser

Pro

val

Asn

Arg

Phe

Ile

His

Glu

Ser

Pro

Arg

Tyr

Asp

Val

Leu

His

Gln

His

Asn

Leu

Gln

Leu

His

Pro

Ser

val

Leu

Phe

Pro



Asn

Lys

His

Phe

Ser

Arg

Glu

Cys

Ser

Val

Lys

Glu

Ser

Lys

Val

Asn

Asp
1415

Leu
1430

His
1445

Phe
1460

Ser
1475

Glu
1490

Thr
1505

Cys
1520

Arg
1535

Val
1550

Leu
1565

Arg
1580

Asp
1595

Ala
1610

Ala
1825

Lys

Val

Val

Val

Lys

Phe

Ala

Val

Ala

Glu

Ile

Val

Asp

Leu

Arg

Val

Tyr

Leu

Glu

Leu

Met

Tyr

Leu

Pro

Aszsn

Val

Trp

Asp

Pro

Asp

Arg

Ile

Arg

Ser

Tyr

Met

Leu

Tyr

Met

Asn

Ser

Val

Ser

Ile

Tyr

Thr

Pro

Aszsn

Lys
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Trp

Ile

Ser

Val

Leu

Ser

Ala

Ala

Trp

His

Thr

Asp

Leu

Pro

Ala

Leu

Thr
1420

Val
1435

Gly
1450

Ser
1465

Ala
1480

Ser
1455

Asn
1510

Pro
1525

Met
1540

Tyr
1555

Arg
1570

Leu
1585

Met
1600

Leu
1615

Asp
1630

Ile

Trp

His

Val

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Pro

Ile

Tyr

Val

Lys

Gln

His

Fhe

52

Len

val

Ser

Leu

Tyr

Ala

Ile

Gly

Arg

Gln

Pro

val

Pro

Arg

Ser

Phe

val

Ile

Phe

Gly

Ala

Leu

Thr

Len

Gln

Asp

Ile

Ile

Ala

Glu

Arg

Ala

Ser

Ser

val

Phe

Ala

Glu

Asn

Arg

Trp

Met

Pro

Arg

His

Pro

Ile
1425

Ser
1440

val
1455

Glu
1470

Asp
1485

Ser
1500

Glu
1515

Ser
1530

Asn
1545

Fhe
1560

Trp
1575

Gln
1590

Arg
1605

Glu
1620

Ser
1635

Lys

Asp

Leu

Arg

Thr

Fro

Fro

Ile

Ala

Tyr

Ser

Arg

Val

Leu

Asp

Val

Ile

Pro

Glu

Asp

Pro

Gln

Fro

Leu

Gly

Glu

Gln

Leu

Met

Leu

Leu

Ile

Asp

Trp

Ala

Leu

Thr

Ala

Arg

His

Asp

Val

Ser

Glu

Arg

Asp

Gln

Thr



Gly

Phe

Ala

Val

Pro

Pro

Ser

Arg

Thr

Ser

Thr

Val

Val

1640

Ala
1655

Thr
1670

Ala
1685

Asn
1700

Ala
1715

Asn
1730

Arg
1745

Thr
1760

Lys
1775

Phe
1790

Gln
1805

Pro
1820

Glu
1835

Asp
1850

Pro
1865

Val

Ser

Met

Tyr

Ala

Pro

Phe

Len

Len

Val

Asp

Cys

Cys

Len

Gln

Tyr

Ala

Met

Asp

Len

Gly

Thr

Trp

Asn

Lys

Thr

Ala

Phe

Glu

Lys

Met

Ala

Hisg

Asp

Arg

Ala

Ser

Gln

Thr

Ala

Ile

Val

Met

Thr
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Tyr

Val

Asp

Val

Len

Phe

Tyr

Asp

Tyr

Asn

Thr

Ile

Leu

Val

Thr

1645

Leu Ser
1660

Ile Gly
1875

Gly 1Ile
1690

Thr Gln
1705

Len Arg
1720

Ala Ser
1735

Phe Asgp
1750

Ala Glu
1765

Phe Glu
1780

Gly Gln
1795

Thr Ile
1810

Val Ser
1825

Ser Asn
1840

Glu Asn
1855

Val Lys
1870

53

Leu

Asp

Gln

Gly

Phe

Gln

Gly

Asn

Leu

Glu

Leu

Leu

Ile

Cys

Lys

Gly

Val

Gly

Ala

Gly

Tyr

Asp

Ile

Val

Ala

Phe

Ile

Pro

Tyr

Ser

Thr

Trp

Leu

Pro

Ser

Pro

Phe

Ile

Val

Phe

Ser

Ala

Lys

Ser

1650

Glu
1665

Gly
1680

Tyr
1695

Ser
1710

Ser
1725

Asp
1740

Pro
1755

Trp
1770

Ala
1785

Lys
1800

Arg
1815

Thr
1830

Pro
1845

Leu
1860

Arg
1875

Leu

Gly

Gln

Val

Gly

Len

Phe

Asp

Len

Val

Lys

Glu

Asp

Thr

Arg

Thr

Ile

Thr

Gln

Arg

Thr

Lys

Lys

Arg

Tyr

Lys

Gly

Thr

Ser

Val

Glu

Thr

Len

Ala

Len

Asp

Val

Pro

His

Leu

Len

Ser

Pro

Len

Ala



Cys

Leu

Asp

Ile

His

Glu

Asn

Ser

Leu

Lys

Pro

Lys

Asp

Pro

Ile
1880

Glu
1895

Lys
1510

Asn
1925

Arg
1940

Ile
1955

Asn
1970

Ile
1985

Phe
2000

Val
2015

Thr
2030

Phe
2045

Arg
2060

Ala
2075

Arg
2090

Thr
2105

Ser

val

Gly

Ser

His

Trp

Pro

Ser

Ser

Arg

Ile

Lys

Thr

Ile

Ala

Asp

Lys

Gln

Thr

Tyr

Arg

Gly

Ala

Ala

Val

Leu

Met

Gly

Gln

Leu

Asn

Arg

Arg

Pro

Gln

Lys

Ala

Met

Lys

Phe

Ser

Pro

Ser

Ile

Glu

Phe

Met

Ile
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Trp

Phe

Leu

Lys

Ala

Ile

Leu

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

Leu

Pro

Val

Pro

Gly
1885

Leu
1900

Ser
1915

Ala
1930

Leu
1945

Ile
1960

Met
1975

Ser
1990

Asp
2005

Phe
2020

Leu
2035

Ile
2050

Arg
2065

Asn
2080

Tyr
2095

Ile
2110

Leu

His

Leu

Ile

Gly

Ser

Asp

Ile

Arg

Glu

Gly

Asn

Tyr

Glu

Pro

Met

54

Phe

Tyr

Met

Ser

Phe

Pro

Val

Ser

Asp

Gly

Ser

Pro

Asn

Ala

Val

Thr

Arg

Ile

Ala

Pro

Gly

Ile

Leu

Ser

Val

Ser

Val

Ser

Asn

Ala

Arg

Leu

Ser

Thr

Val

Arg

Arg

Ala

Asp

Ser

Arg

Asp

Phe

Lys

Leu

Lys

Gly

Val

Pro
1890

Lys
1905

Ala
1920

Val
1935

Arg
1950

Tyr
1965

Met
1980

Gly
1995

Ile
2010

Leu
2025

Asn
2040

Leu
2055

Ile
2070

Asn
2085

Asp
2100

Ser
2115

Ser

val

Asp

Phe

Ser

Gln

Leu

Phe

Asp

Lys

Gln

Met

Tyr

Thr

Leu

Asp

Ile

Ile

Thr

Asp

Leu

His

Thr

Asp

Ser

Phe

val

Thr

Thr

Ala

Phe

Glu

Ala

Ser

Met

Leu

His

Phe

Asn

Leu

Lys

Met

Glu

Val

Lys

Pro

Ala

Thr



10

15

Thr Pro
2120

<210> 8

<211> 1236

<212> ADN

<213> Rhabdovirus Farmington

<400> 8

atggetegte
actctgtcege
gagcagtatt
cttcaggecca
tggaacacte
teatteoacag
goetogeoatot
atcggetggt
ctgatgaacc
ccaatcaacg
ctatactace
tgttgeagtyg
gacttectca
ctggttcaac
tgcaggggaa
gctgttgtge
taccgeactyg
ggctacatce
gacgtcaaca

atctcgectga

cctgaggttyg

cgectagetge
gggcgtccaa
ctgtcccgac
toctgagega
cdacacccaa
cgoetgocage
cogacteagy
caggaagagyg
tgaacgcaat
togtcaacaa
gttcatecace
gatatctegg
gtgacceceyg
tgggaaacga
toaacaacgg
ttatgtttge
caacotgggt
aageeocgeca
tggeegeggt
toccacgecc

acagcgacga

<210>9

<211> 948

<212> ADN

<213> Rhabdovirus Farmington

<400> 9

atggaggact atttgtectag cttagaggce gogagagage togtooggac ggagetggag

ceccaagogta acctecatage cagettagag tocgacgate cegatceoggt aatagogeocea

ES 2627 529 T3

Gln His Ser Pro Pro Glu Asp Glu Ala
2125

tgegeaacat
gaccagagcc
catcccgacyg
ggaatacaca
cgggetecte
gtatgeaate
gttggggect
agagactage
cttcggecace
cagccteogea
tecagagteag
cctgetacat
gatcatccag
cttcaagacc
atatctgaca
ccaatgeatg
gatgocctat
gaacaccagy
caaggacttt
cgctgatgte

agagctocgga

ctcataaceg
gaggaattcg
gacgacattg
aaggccactg
agagagecatca
agacocageyg
gtettetatg
cgcgtgeago
acgatcaccc
gtgaggaacg
gacgegttet
cgggtgcagg
gtgaatgagg
gocgatgatg
tatctctcag
ctgaagggey
tgegacaatyg
gcatatgagg
gaggcecagtt
gcatccogea

ggaatg

55

agegteatte
tcaaagattt
cccagtctgg
acatagcceca
tagatgccga
acgaggagaa
cagecctoge
agaacatagg
atccaacaac
gacttgcotge
totatggget
agattgatga
tetacagtge
agcccatgea
aaactcotge
actctgaggce
tggecctagg
totecagaoca
caaaacccaa

cctcotgageg

cectteocaggeg
ctaccttcaa
gcccatgctg
atccatcctc
tgggggagge
tgcatgggec
tgcettacate
tcagaaatgg
cgtgcgtctg
cacactctgg
catcegtece
gatggagecg
actcagagec
ggtctgggeg
gaagaaagga
ctggaacagc
agogatggea
gacaggtete
ggctgeteca

cceatctatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200

1236

60

120



10

15

ES 2627 529 T3

gcggtaaaac caaaacatcc caageccatge ctgagcacta aagaagagga tcatctcecce 180
tctcttegee tactattcgg cgcaaaacga gacacctcgg tgggcgtaga gcagactctc 249
cacaagegte tctgegettg teotcogacggt tacctgacca tgacgaagaa agaggccaat 300
gcctttaagg ccgoggetga agcagcagceca ttagcecagtea tggacattaa gatggageat 360
cagcogecagg atctagagga tetgaccget getatcecta ggatagaatt caaactceaat 420
gccatectgg aaaacaacaa ggagatagee aaggetgtaa ctgetgctaa ggagatggag 480
cgggagatgt cgtgggggga aagcgccgee agctogctca agtctgtecac cctagatgag 540
tcgtttaggy gccocctgaaga gectttcagag tcatttggeca tocgatataa ggtcagaacc 600
tggaatgagt tcaagaaggc goctggaaacce agcattgtgg acctgaggec tagecctgtt 660
teatttaggyg aattacggac tatgtggetg tetettgaca cetectttag getcattggg 720
tttgeettea tteccacatg cgagegeetyg gagaccaaaq ccaaatgeaa ggagacaagq 780
actectactee ccettgecaga gtegatcatg cgaagatggg acctgeggga tccaaccate 840
ttggagaaayg cctgcgtagt aatgatgatc cgtgggaatg agattgcatc goctgaatcag 200
gtaaaagatg ttctcoccgac cacaattogt gggtggaaga togettat 948
<210>10
<211> 444
<212> ADN
<213> Rhabdovirus Farmington
<400> 10
atgcgtcggt tcetttttagg agagagecagt gecocctgcega gggactggga gtcoccgagega 60
coctocccoct atgetgttga ggtcectcaa agtcacggga taagagtcac cgggtactte 120
cagtgcaacg agogtcogaa atccaagaag accctccaca gottegecogt aaaactotge 180
gacgcaatta agecggtteg ageggatget ceocagettga agatagcaat atggacgget 240
ctagatotgg cettegtgaa acctoccaat ggaactgtaa caatagatge ggeggtgaaa 300
goetacaccege taategggaa cacccagtac accgtaggeg atgaaatcott ccagatgeta 360
gggagaaggg gtggcoctgat cgtcatcagg aacttaccce atgattatcc tcgaacgttyg 420
attgagttcg cctctcocga goct 444
<210> 11
<211> 2112
<212> ADN
<213> Rhabdovirus Farmington
<400> 11
atgctcagga tccagatcecc tccgattget atcattctgg taagtctcoct cacactcgac 60
ctgteeggtg caaggaggac aaccacacaa agaatcccte tecttaatga ttegtgggat 120

56



ttgttetega
aatteocteocy
gacactteca
gacacaactg
cacgctgtca
gtcaatgtct
caegactgea
gteatgagac
atcaccaacce
gctagetete
gacgctgaag
accctattca
ctagttgace
ggagacaaag
tgggtgtacyg
ttctcactga
acctgocoge
tcatgcaaaa
ctecacetat
gaacctgeca
tggaccgagg
tgggaactat
catgatgata
ccggaaatag
gacaagceaat
gteceagaca
atcacgetgt
cttcgacaga
actcgagtgg
gtcacagaca
gaggecggaca

ggggggttct
ctgtatatee

caggactatt

getatggega
agttaccocoe
tacegtgeag
tctoctcgacyg
ggctaggeec
ccgoactatc
cecagtgetat
gaaatcccaa
gatgtgattg
tagcattcaa
gacgtgcagt
acacatgggt
tgaacccttt
tggatgtaca
agaagaaaga
gtaggggtag
attcgggaaa
tcgacatgga
cagaactegg
caactectgac
cteaactgaa
cggttgggat
acatactggc
ttcaagtcec
cacgggcate
acategtggt
cgaagaacag
aaggtgccgt
acctttatac
tcaaggctge
ccacgggagyg

tecatgaggece
ttetgegtgt

a9
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cattecegaa
tectggette
gggecectgt
gggaggagga
ttcaacagac
ctgcacaggg
ccatecacga
ctacecteoce
ggcactette
gcacacaaga
tccctatate
ctctagtgag
gtoceceggga
cgacaagcat
tecetgtgeg
tagactgaga
ggcatttgac
atatgacttg
gacctecttt
cectgageaa
gagectgtet
gatcgatcta
aacattcgag
ttcgecatect
aaccetggtyg
tgaaggagta
aactecactea
ggagctcecy
actgaaagag
cgkttgacgat
gggactttgg

cttgattget
actgtgtget

gaacttgteg
gagagatggt
ctagtgeocct
tggegaaggt
gacgagagaqg
tcgoccgttyg
teegaggtta
attagagegt
ggcgagaace
gcetatattt
cteggggata
atcgtgtcat
catggeggat
geatgggatg
ttegagetgg
ggagcaaccc
ctgaagggyy
ctgtcactac
ggcaacctet
atcaacttet
cactecaatet
aaccctacca
aacggtcact
cgagcatgtce
gtteocecttyg
gaggecagte
tacagectet
acgatagggc
ttccaggagg
ctgogtgega
teggegattg

ctegeggega
gecteatgtt

57

tataccagaa
acataaaccyg
acatecttea
cocggaatgaa
ttgaggaaga
agatggcgat
ctgtgecegt
ggtegtgeat
teatatatae
tgaacgaatc
tcgaaccegy
gcacgceccat
atgctgtatt
gggacaacaa
tatecaggga
ctccccaagg
coccgaaggat
caaccggagt
caatgagtet
egettaaaga
gectetecae
gggcagcaag
tttccategt
acatggatct
acaacagcac
tatgeaacca
ateceocaggyg
ccctccagtt
accgaatagce
agtggcgtaa
tgggagtett

tagtgacete
cgacacaceg

ctacagcecac
aagagtggca
tggectcoaat
gtacccaacc
catcggctac
accaacaatc
caagetegat
cggacagaaa
teaagttgaa
caacgggata
gtactgccga
cgaacttgtc
getgocaaac
aatgtggaga
agtgtgtett
agagctcctce
tacacccatt
catcctagge
tgaaatgtat
getgggaage
attetecata
ggccttgete
cagatgtcgt
acgocacttat
tgocctactyg
cteegttgee
tegteoetgtyg
acatcctgcce
gcgoagtcga
aggcaaattt
cagttetete

aatecatcate
aagagtaagg

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040
2100

2112
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<210>12

<211> 6387

<212> ADN

<213> Rhabdovirus Farmington

<400> 12
atggectteg accegaactg geagagagaa ggttatgaat gggatcogte aagtgaggge 60
agaccgaccg atgagaacga agacgacaga ggtcatcgge caaaaacgag acttogtaca 120
ttecttgece goacgttaaa tagoectate cgagecctat tetacacaat attectagga 180
attcgagegg tttgggacgg gttcaaaaga ctoctacctg tgaggaccga aaagggttat 240
gogaggtttt ctgagtgegt cacatatgga atgatcggat gtgatgagtg tgtaatagac 300
coggtgaggg ttgtcattga geotgaccgag atgecagttac cgattaaagg caaaggotct 360
acgaggttga gageaatgat aactgaagac ctteotcacgg ggatgogeac agecegtgeoct 420
cagatcagag tgagatcgaa gatcoctagea gageggttag ggagagcaat <¢ggecgagag 480
acdettgecgg caatgateca teatgagtgg geatttgtga tggggaagat teteacttte 540
atggcagaca atgtgggtat gaacgctgac acggtcgagg gogttcoctatc actatcagag 600
gtcacacggc gatgggatat cggcaactct gtgtcegcag tgttcaatce tgatggectt 660
actatcagag tagaaaacac gggttacatc atgaccagag agactgccoctg catgatcgga 720
gacatteatg ctcaatttge aatccaatac ctagetgeat acctagacga ggtgatcgge 780
acaaggacgt ctetctcace cgecgaactg acctetctea aactatgggg acttaacgte 840
ctgaaactee taggacggaa cggttatgag gtgategect geatggagee catagggtac 900
gctgtcocctga tgatgggaag agacaggagt cctgatcceot atgtcaatga cacctattta 860
aacagcatcc tctcagaatt ccctgtcgac tctgacgete gageoctgogt tgaagecctce 1020
ttaactatct atatgagctt cggcacaccc cataaagtct cggacgcatt cggecoctcttce 1080
agaatgttgg gacatecgat ggttgatgga geotgacggga ttgaaaagat gegaaggtta 1140
ageaagaagg tcaagatode agaccagtot acagegateg acctogggge tatcatggee 1200
gaactgtttg tgcggagttt cgtaaagaag cacaaaaggt ggodoaactyg ctdcatcaat 1260
ctcoccgecac gacacccoctt ccaccacgec cgoctatgty ggtatgtoccce ggetgaaace 1320
catcccctaa acaacactge atecctgggeg geotgtggagt tcaaccagga attcgagecg 1380
ccgagacagt acaaccttgc agacatcatt gatgacaagt cgtgctctcc caacaageat 1440
gagctatatg gtgettggat gaagtcaaaa acagetgggt ggcaggaaca aaagaagetce 1500
atactcegat ggttcactga gaccatggtt aaaccttegg agoetoctgga agagattgat 1560



gcacacgget
aaattaacac
actgagagta
tccaaccacg
cgtgatgtte
ggactggtca
agacgaacte
ctgtegtteg
ggggggaacyg
aaggtagcta
gtcaccctaa
tgtagagaca
ttgecoegtea
atgttettag
ctectegaatg
agcgcagcgg
totgegecagg
gttaaggcct
eceggectac
ateggagggt
gogactageog
gagatcatac
ttaaaggacc
gaggtcgoca
gteaagaacg
ttetttocte
attgtteogea
gactctctce
gctacctggg
aagcaattag

gtoggocace

toecgagaaga
caagaatgtt
tggtegecga
aactcacaaa
acatcacecgt
aacatgtctt
atgaatactt
acaggaacyyg
aggggttacyg
gagacctgaa
tatttcocgga
agagcagtca
agactgaaga
agggagttee
agtttgtece
tagagcttga
cgatcagaaa
acgagcgtaa
gtccaacett
ggccggtatt
cectggetea
tttceotgtet
cggoggocat
gagactatgt
tgaagacega
ctttaatgag
agtgetccac
tcaaccggat
gaaggagccc
cccaacagta

cettagaact
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ggataagttg
cteocttgatg
tgagatocte
gaggttgatt
gaacatagat
cgagcgactg
ccaggaggceg
ggagttaata
acagaagcooc
aatcaaacat
tocgagagttg
gttoctgaca
gacatggatg
acttaagatg
gteccteogag
cctaacteoee
tcacctcate
gttoattaac
tgagagocta
gatgttagaa
attgaagtca
caaccttcece
caacaccatce
taccgattac
gctagacaca
egatatette
gacttctaca
gaaaaggaat
tctggeocaga
tcggaaccag

gtteggtega

attggattaa
acattcaagt
coegoactteoo
agcagaacga
ttccagaaat
gacaacctct
aaatactate
gatggeceat
tggacaatag
cagatcaccyg
ccttcagatce
cgtctcagte
tecatcacgte
ttteteaaga
gaagatctgg
tacgtaggat
tacteocceoctyg
tacgacggag
gtcaaaagta
gatctecatca
atggtgceat
ttatcgtegy
acaaccccgt
ccactccaaa
ttggecagtg
teggeatete
atcaggagaa
gagatcaata
ttagacacca
tcttggggaa

ataacaceca
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caccaaagga
tcagaaccta
cccagatcac
gacctcaatc
ggaacacaaa
ttggcttcac
tggetgaaga
acgtttacac
ttacogtgtg
gtcagggaga
cggtggagag
aatatttcge
tetatgetta
agataggcag
ccagagtctg
atgtcectogg

ttctggaggg

gaacaaagcg
tetgetggaa
tcaaagggtt
atacctotgg
tggtatctce
cocgogggoga
acccgcagct
acttattcaa
toeccggeata
aagctgocga
agatgatgtt
gatgtctcac
agcagatcca

gacatagatg

gagagagctg
ccaagtecte
catgaccatyg
tggaggaggy
catgagacac
caacttaatc
tggaactaat
cggatcatac
tggaatatac
taatcaggtyg
gagcaagtac
tgaggttggt
cggtaagege
agetttagee
gagtgocace
gtgectgetty
ccctetgetyg
gggggcgaty
gocaaaggae
ccctgateeg
tategacegg
gtcaatgttyg
catcctgcaa
cagagcagtyg
atgtgaacct
tcaagacagg
gaggggctec
acatctttgg
aacctgcacc
tggagtctca

cctacatgay

1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360

3420



gaggaccacy
gacatcacca
geagteoaagyg
cgactactaa
agcaatctat
gtaggggggy
gtcaacaact
tacagtegag
agecgtcata
tgtcateatce
ggggacccgy
atcaggcaac
gtecgtettg
ttecgagtta
tggctgagee
ctggaatgge
aagatgectag
aacctgttog
cododogody
gcgaacagtg
ccaggaacga
agcgaagtta
gaccectacyg
aaacggatac
gacectggatg
tacaggaaat
tecctaaaat
ggtatcaccg
tatgacecacg
cgoggggeac
ctaactgace

ctatggtety

gagatttect
caactetggy
ttegaaaagg
gagccattaa
tagecgtotgt
gcaacgccgt
tatatcagtt
gatcaaaaaa
tagacctcat
acattgagtg
cttggactga
aagatctgece
ceggattggy
tecgggegte
gaattgatcee
atcatgtatt
tgtctaaaag
ttgaccctca
agacagtece
cgcegtegat
acaattatgg
aactagttga
atttggtece
cgaggctcat
tegeagteat
tgatttteag
cagagttgac
ccgocatgat
tgacacaaca
cctctggtag
ctegatttac

acgcagagygyg
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geaaacctte
gecgttetac
agtgaattac
ttggttecatt
taccgacatc
ccatcgectac
gecatacttat
cactgacgea
cttggagtet
caatcactgt
agtcaagttt
ggtcaaagac
tecggaggeyg
agagacggat
tgacaaattyg
aatgtcagge
aatctcagag
gacktcgogaa
caacgeaaat
cttagaatca
agacgttgte
cattacacga
ggacatgecag
gogoaaggey
caatgetgat
agagecgaag
agagttcace
ggccgatggy
gggattatcce
gctcttgaat
agectacttt

c¢gacttttgg

gecagegage
ccttacatag
gtagttgage
cccgaggagt
aatcctcaag
agctgccogac
ttatectgtea
cacttecaga
ctgeacaceg
atagaggata
ccttcaagte
aaactcgage
attagtgage
gtegacecta
gttgagtata
gtgagtgtga
actccgetaa
gcactaatga
geogeogeay
geccctteaca
atetggtete
tatcagcagt
gttcttgaga
agacgtccce
catccegete
attatecacgg
teageaatgyg
atagatgtgt
gtacaagcce
ccgggaagat
gatcaatate

gacaagectt

60

atgtgaacca
geteggagac
egettetgaa
cagatgegtc
accactactc
tatccgacaa
caacagagcg
gecatgatgat
gagagatggt
tacccgacga
ctoaggagaec
ctgtgceteg
tagegeacta
acgatgttet
tegtgeatgt
gocgtcagaga
gttcattcta
gctctaaata
ccgaaataag
gecgtgaggt
attacattag
ggtggagaca
gcgacctaga
ctettcaggt
actetgtget
gagetgtgta
tgateggaga
ggtatcagac
cggcageatt
tcgcateatt
ccccgttcaa

ccaagttgaa

agtggacace
gogagaacgyg
accogeagtt
ccatttgetg
atctaccgaa
attgagcaga
gttgaccaag
ttatgcacaa
acegttggag
gccaatcacg
ctttctttac
catgaacatc
ctttgttgea
ctegtggace
gttegettea
tgcattcttt
ttatctggee
cgggttcage
aagatgetgt
tgtttggatg
attacggtte
gtctgagega
tacgctgatg
aattcgagag
teagaacaaa
caagtaccte
cggaactgga
gctogtcaac
ggatcttctg
tgggtctgac
ggtggacact

tcaatacttt

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

53100

5160

5220

5280

5340



gagaacatca
gtgtatctga
tgcgocatca
aatcteatag
acatceocttyg
agtaaaaggt
cactacatca
gacacaatga
catagggccyg
tecaccaateg
ttgaccaata
agtgteagty
gaaggatcag
caggtcgagce
acacaggagt
gaagoggoaa
ctattegece

cagcactete

ttgotttgag
ctcaagacac
tcgtgtctcet
caccagacac
tteocccagag
ggggactttt
caaaggtcat
tcaacagtta
cactgggttt
cttaccagea
acatctcage
cagaccgaga
acctaaaatt
cttttaaggg
tacgttacaa
aaaacactge
ctaccgateg

ctecagagga
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acatocggttc
tgctaccaca
cttctegacy
cectgtegac
gacgacagtg
cagatcteeg
ctcagacaaa
caagaaggot
cgggaggaga
ttttgagaat
ttteottateg
tgtocggatt
catgaaaacc
gatcgccata
caacctaatt
cecgettega
cataccaate

tgaggea

gtgaagacaa
attgaagcat
gaaggctcca
cttgagatgg
aaatgotatt
agcatagece
ggaacacaac
atctcaccce
tccttgeatce
ccggecaagt
atatogtegt
gacagcaaac
atcatgtcta
aaccctteta
tacactaagg
gocaacatgyg

atgactctag

61

atggacagot
tcagaaagaa
cagaatgctt
tggagaatat
cecgacgagt
ttgaagtcca
tgagtctcat
gagtgttcga
tcatctgggg
tgatggatgt
caggatttga
ttgtcagact
cccteggatce
aactaatgac
atgccatcot
tataceceogt

tcagegatga

tgtogtgaag
gctgtcocccca
cgtoctaage
ccctaaacta
agegtgeate
accgttectt
ggcggtaget
tctacacocgg
gatgatcatc
cctggacatg
cctgtcattt
cccgoetatte
tgtgttcaac
tgtcaagagg
attococaat
ceggggagat

gacaacacct
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6120

6180

6240
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REIVINDICACIONES

1. Una particula virica aislada para su uso en el tratamiento de un cancer cerebral, teniendo la particula virica un
genoma que comprende fases abiertas de lectura que codifican:

una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 3, o una secuencia variante que es al menos
75 % idéntica a SEQ ID NO: 3;

una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 4, o una secuencia variante que es al menos
75 % idéntica a SEQ ID NO: 4;

una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 5, o una secuencia variante que es al menos
75 % idéntica a SEQ ID NO: 5;

una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 6, o una secuencia variante que es al menos
75 % idéntica a SEQ ID NO: 6; y

una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 7, o una secuencia variante que es al menos
75 % idéntica a SEQ ID NO: 7.

2. La particula virica aislada para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que una particula virica que tiene
una o mas secuencias variantes tiene una multiplicidad de infeccién (MOI) en células cancerosas cerebrales
humanas, como se mide usando un ensayo de viabilidad de Alamar Blue, que es igual que la MOI de una particula
virica sin ninguna secuencia variante.

3. La particula virica aislada para uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en la que al menos una de las fases
abiertas de lectura codifica una proteina que tiene una secuencia que consiste en una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 3,4,5,6y 7.

4. La particula virica aislada para uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3 en la que la variante de una proteina
de referencia es una proteina que tiene una secuencia que es al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al
menos 95 % idéntica a la secuencia de la proteina de referencia.

5. La particula virica aislada para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que el genoma virico comprende
fases abiertas de lectura que codifican:

una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 3;
una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 4;
una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 5;
una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 6; y
una proteina que tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 7.

6. La particula virica aislada para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que comprende
ademas al menos una fase abierta de lectura adicional para codificar al menos una proteina adicional, que es
preferentemente una proteina inmunogénica.

7. Una particula virica aislada para uso en el tratamiento de un cancer cerebral, siendo la particula virica capaz de
producir un polinucleétido de ADNc cuando el virus esta en una célula hospedadora, teniendo el polinucleétido de
ADNCc una secuencia que comprende:

SEQ ID NO: 8, o una secuencia variante conservativa que es al menos 75 % idéntica a SEQ ID NO: §;
SEQ ID NO: 9, o una secuencia variante conservativa que es al menos 75 % idéntica a SEQ ID NO: 9;
SEQ ID NO: 10, o una secuencia variante conservativa que es al menos 75 % idéntica a SEQ ID NO: 10;
SEQ ID NO: 11, o una secuencia variante conservativa que es al menos 75 % idéntica a SEQ ID NO: 11;
SEQ ID NO: 12, o una secuencia variante conservativa que es al menos 75 % idéntica a SEQ ID NO: 12; y
promotores de las mismas.

8. La particula virica aislada para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 7 en la que una variante conservativa de una
secuencia de nucledtidos es una secuencia que es al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 %
idéntica a la secuencia de referencia de nucleétidos.

9. La particula virica aislada para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 7 u 8 en la que una variante conservativa es
una secuencia que comprende una o mas sustituciones silenciosas.

10. Una particula virica aislada para uso en el tratamiento de un cancer cerebral, siendo la particula virica capaz de
producir un polinucleétido de ADNc que comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID NO: 1 cuando el virus
esta en una célula hospedadora.

11. Una particula virica aislada para uso en el tratamiento de un cancer cerebral, comprendiendo la particula virica
un polinuclestido de ARN que comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID NO: 2.
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12. La particula virica aislada para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 en la que el
cancer cerebral es un glioblastoma o un meduloblastoma.

13. La particula virica aislada para uso de acuerdo una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 en la que la particula
virica aislada es administrable al paciente directamente, preferentemente al sistema nervioso central, fuera de la
barrera hematoencefalica, dentro de la barrera hematoencefalica, o cualquier combinacién de las mismas, siendo
preferiblemente la particula virica aislada administrable al paciente por via intratecal, por via intravenosa o mediante
inyeccion intracraneal.

14. La particula virica aislada para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en la que una
célula se infecta con la particula virica aislada y la célula infectada es administrable al paciente, preferentemente
directamente al sistema nervioso central, fuera de la barrera hematoencefalica, dentro de la barrera
hematoencefalica o cualquier combinacién de las mismas, siendo preferentemente la célula infectada administrable
al paciente por via intratecal, por via intravenosa o mediante inyeccion intracraneal.

15. Un kit para uso en el tratamiento de un cancer cerebral en un paciente, comprendiendo el kit:

la particula virica aislada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11; e
instrucciones para la administracion de la particula virica aislada al paciente.

63



ES 2 627 529 T3

el G e Virus Farmington:
- . e - Rabdovirus aislado de un ave silvestre sana
b capturada en Connecticut (R. Wallis 1969)

Fig. 1A
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rec-FMT

Contraste de fases
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Exploracion de neurotoxicidad intracraneal para rabdovirus

apl sy bDTM
VEV-A51 <10? ninguna
Maraba-MG1 <102 ninguna
Carajas <102 ninguna
Farmington ~10° ~107%

Abreviaturas: VSV-A51, Virus de la estomatitis vesicular que alberga una supresion
de metionina en la proteina M en la posicién 51; Maraba-MG1, virus Maraba que
alberga una mutacion L123W dela protefna M y una mutaciéon Q242R en la proteina
G; DLso, dosis letal mediana; DTM, dosis tolerable méaxima.

2DLso de una Unica dosis ensayada en ratones BABL/c (hembras de 5-8 semanas de
edad) y calculada usando el método de Spearmen Karber. ®DTM se indicdé como la
dosis mas alta que no daba como resultado morbilidad duradera.

Fig. 2A
i Ratones BALB/c
c B Sin tratamiento previo (n=3)
E i PBS (n=3)
) -
% p— [ 1 FMT (n=3)
°
(1
S
9
£
Q
l_
] L]
Fig. 2B
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- PBS(n=H)

100 Ratones BABL/c - -=- 3e6 ufp (n=5)

- 1e7ufp(n=5)

804 & - 3e7ufp(n=5)

0. - 128 ufp (n=5)

-o~ 3e8ufp (n=5)

40 - 1e9ufp (n=5)

o -4 3e9ufp (n=5)
0 Y T ; .
0 2 4 6 o

Tiempo (Dias después de la inyeccion de V)

Fig. 2C
ROI “3 meses
Intracraneal 0/10
Intravenosa 0/29

Abreviaturas: FMT, virus Farmington; ROI, via de
administracion.

@ indica el numero de animales tratados que
desarrollaron virus FMT a partir de muestras
cerebrales tomadas 3 meses después del
tratamiento

Fig. 2D
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El virus Farmington es altamente litico en lineas celulares derivadas de GBM

aCEso <0,1 moi

Tumor
Lineas celulares derivadas de GBM humano (9) 100
Células primarias de pacientes humanos (3) 66
Lineas celulares derivadas de GBM de ratén (3) 66
Normal
Células normales humanas (2) 0

Células normales de ratén (1) 0

Abreviaturas: GBM, glioblastoma multiforme; CEso, concentracioén eficaz
semi maxima.

a |os valores indican el porcentaje de células dentro de cada clasificacién
que tuvieron una CEso<0,1 moi. Los valores de CEso reales para cada
linea celular se presentan en la Tabla S2.

Fig. 3A
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El virus Farmington es altamente litico en lineas celulares derivadas de GBM

CE’5p (moi)
Lineas celulares derivadas de GBM humano
SF268 <0,001
U343 <0,001
U118 <0,001
SNB19 <0,001
Us7TMG <0,001
SF265 <0,01
SNB75 <0,01
SF539 <0,1
U373 <0,1
Células primarias de pacientes humanos
GBM1 <0,001
GBM2 <0,001
GBM3 >10
Lineas celulares derivadas de GBM de raton
CT-2A <0,001
DBT <0,1
GL261 <10
Células normales humanas
Fibroblastos cutdneos GM38 1
Astrocito humano normal >10

Células normales de ratén
Fibroblastos 3T3 >10

Abreviaturas: GBM, glicblastoma multiforme; CEsg, concentracién eficaz semi
maxima

Fig. 3C
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FMTC)

FMT {IV)

Modelo U-87 MG

Fig. 4A
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Modelo U-87 MG

i ~o—~ UV FMT (n=5)
804 -8~ PBS
0,0001 -~ FMT IC (n=16)
60- g —— FMT N (n=12)
40- Lv
204 p<0,0001
0 i
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Dias después de TX
Fig. 4B
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Simulacién

FMT

Fig. 4C
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Implantacion
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Fig. 4D
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Curados por FMT  Sin tratamiento previo

Fig. 5A
Modelo CT-2A
100 -2 FMTIVaCD8 (n=6)
—— FMT IV (n=7)
80+
60+
+*
40
204
0 1 1 |
0 20 40 60 120
Tiempo
Fig. 5B
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FMT. 0 651624 48 72 0 6,516 24 48 72 (h)

FIMT = Tumor

Titulo (ufp)

0 12 24 36 48

Tiempo (h después del tratamiento)

Fig. 6B
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Fig. 7B
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(h)

F-PARP
C-PARP

F-Caspasa 3

F-Caspasa 8
C-Caspasa 8

- F-Caspasa 9

Externo
[THFRY

Interno
(IRF2, MAVS)
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