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DESCRIPCION
Virus quiméricos de la enfermedad de Newcastle que presentan proteinas de superficie no naturales y sus usos
1. Campo de la invencién

La presente descripcion describe virus quiméricos de ARN de cadena negativa que permiten que un sujeto, por
ejemplo, un ave, sea inmunizado contra dos agentes infecciosos usando un unico virus quimérico descrito en este
documento. Por ejemplo, se describen en este documento virus de la gripe quiméricos disefiados para expresar e
incorporar en sus viriones una proteina de fusién que comprende un ectodominio de una proteina de un agente
infeccioso y el dominio transmembrana y citoplasmatico de una proteina del virus de la gripe. Dichos virus
quiméricos inducen una respuesta inmune contra el virus de la gripe y el agente infeccioso. La presente invencion se
refiere de forma general a virus quiméricos de la Enfermedad de Newcastle (NDV) disefiados para expresar e
incorporar en sus viriones una proteina de fusion que comprende el ectodominio de una proteina de un agente
infeccioso y el dominio transmembrana y citoplasmatico de una proteina NDV. Dichos virus quiméricos inducen una
respuesta inmune contra NDV y el agente infeccioso.

2. Antecedentes de la invencion

Se han modificado genéticamente varios virus de ADN para dirigir la expresion de proteinas heterélogas en sistemas
de células hospedadoras (por ejemplo, virus vacuna, baculovirus, etc.). Recientemente, se han realizado avances
similares con virus de ARN de cadena positiva (por ejemplo, poliovirus). Se cree que los productos de expresion de
estos constructos, es decir, el producto génico heterélogo o el virus quimérico que expresa el producto del gen
heterdlogo, son potencialmente utiles en formulaciones de vacunas (vacunas de subunidades o virus completos). Un
inconveniente del uso de virus, tales como vacuna, para construir virus recombinantes o quiméricos para usar en
vacunas es la falta de variacién en sus epitopos principales. Esta falta de variabilidad en las cepas viricas impone
limitaciones estrictas sobre el uso repetido de vacunas quiméricas, ya que las vacunas multiples generaran
resistencia del huésped a la cepa de modo que el virus inoculado no pueda infectar al huésped. La inoculaciéon de un
individuo resistente con vacuna quimérica, por lo tanto, no inducira la estimulaciéon inmune.

Por el contrario, los virus de ARN de cadena negativa son candidatos atractivos para construir virus quiméricos para
su uso en vacunas. Los virus de ARN de cadena negativa, por ejemplo, la gripe, son deseables porque su amplia
variabilidad genética permite la construcciéon de un vasto repertorio de formulaciones de vacunas que estimulan la
inmunidad sin riesgo de desarrollar una tolerancia.

2.1 Virus de ARN de cadena negativa

Las familias de virus que contienen ARN monocatenario con envoltura del genoma de sentido negativo se clasifican
en grupos que tienen genomas no segmentados (Paramyxoviridae, Rhabdoviridae) o aquellos que tienen genomas
segmentados (Orthomyxoviridae, Bunyaviridae y Arenaviridae). Las familias Paramyxoviridae y Orthomyxoviridae se
describen con detalle a continuaciéon y se usan en los ejemplos de este documento. La familia Paramyxoviridae
contiene los virus del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), el virus parainfluenza, el virus Sendai, el virus
simio 5 y el virus de la parotiditis. La familia de Orthomyxoviridae contiene los virus de la gripe, los tipos A, By C, asi
como los virus Thogoto y Dhori y el virus de la anemia infecciosa del salmén.

2.1.1 Virus de la gripe

Los viriones de la gripe comprenden un nucleo de ribonucleoproteina interno (una nucleocapside helicoidal) que
contiene el genoma de ARN monocatenario, y una envoltura externa de lipoproteina forrada por una proteina de
matriz (M1). El genoma segmentado del virus de la influenza A consta de ocho moléculas (siete para la gripe C) de
ARN monocatenarios lineal de polaridad negativa que codifican diez polipéptidos, que incluyen: las proteinas ARN
polimerasa dependientes de ARN (PB2, PB1 y PA) y nucleoproteina (NP) que forman la nucleocapside; las
proteinas de membrana de matriz (M1, M2); dos glicoproteinas de superficie que sobresalen de la envoltura que
contiene lipidos: hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA); la proteina no estructural (NS1) y la proteina de
exportacion nuclear (NEP). La transcripcion y la replicacion del genoma tiene lugar en el nucleo y el ensamblaje
ocurre a través de gemacion en la membrana plasmatica. Los virus pueden reordenar genes durante infecciones
mixtas.

El virus de la gripe se adsorbe a las células a través de la actividad de unién de HA a los sialiloligosacaridos en
glicoproteinas de la membrana celular y glicolipidos. Después de la endocitosis del viridon, se produce un cambio
conformacional en la molécula de HA dentro del endosoma celular que facilita la fusiéon de la membrana, lo que
desencadena la desnaturalizacion. La nucleocapside migra al nucleo donde se transcribe el ARNm viral. EI ARNm
viral se transcribe mediante un mecanismo Unico en el que la endonucleasa viral escinde el extremo 5' terminal de
los ARNm heterélogos celulares que a continuacion sirven como cebadores para la transcripcion de plantillas de
ARN viral por la transcriptasa viral. Las transcripciones terminan en sitios de 15 a 22 bases desde los extremos de
sus plantillas, donde las secuencias de oligo (U) actian como sefiales para la adicién de tractos de poli (A). Los
transcritos de ARN viral luego migran a la membrana celular y se asocian con las proteinas virales transmembrana
recién transcritas. NA luego escinde los restos sialy de los restos de carbohidratos de las glucoproteinas unidas a la

2



10

15

20

ES 2 668 464 T3

membrana, dando como resultado la encapsulacion y la liberacion celular del virus de la progenie. De las ocho
moléculas del ARN viral asi producidas, seis son mensajes monocistronicos que se traducen directamente en las
proteinas que representan HA, NA, NP y las proteinas de la polimerasa viral, PB2, PB1 y PA. Las otras dos
transcripciones se someten a corte y empalme, cada una produciendo dos ARNm que se traducen en diferentes
marcos de lectura para producir M1, M2, NS1 y NEP. En otras palabras, los ocho segmentos de ARN viral codifican
diez proteinas: nueve estructurales y una no estructural. Un resumen de los genes del virus de la gripe y sus
productos proteicos se muestra en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1: Segmentos de ARN del genoma del virus de la gripe y asignaciones de codificacion®

Segmento  Longitud® Polipéptido Longitud® Moléculas Comentarios
(Nucledtidos) Codificado® (Aminoacidos) Por Virién
1 2341 PB2 759 30-60 componente de ARN

transcriptasa; union de la tapa
del RNA de la célula huésped

2 2341 PB1 757 30-60 componente de ARN
transcriptasa; inicio de la
transcripcion

3 2233 PA 716 30-60 componente de ARN
transcriptasa Hemaglutinina;
trimero;

4 1778 HA 566 500 glicoproteina de envoltura;

media la unién a células

5 1565 NP 498 1000 Nucleoproteina; asociado con
ARN; componente estructural de
ARN transcriptasa

6 1413 NA 454 100 Neuraminidasa; tetramero;
glicoproteina de la envoltura
7 1027 M1 252 3000 Proteina de la matriz; lineas
dentro de la envoltura
M2 96 ? Proteina estructural en
membrana plasmatica; ARNm
empalmado
8 890 NS, 230 Proteina no estructural;
NEP 121 ? Proteina de exportacion nuclear;

ARNmM empalmado
@ Adaptado de R.A. Lamb y P.W. Choppin (1983), Annual Review of Biochemistry, Volumen 52, 467- 506.
® Para la cepa A/PR/8/34
¢ Determinado por enfoques bioquimicos y genéticos
4 Determinado por analisis de secuencia de nucleétidos y secuenciacion de proteinas

La patogenicidad de los virus de la gripe esta modulada por miltiples virus y factores del huésped. Entre los factores
del hospedador que combaten las infecciones virales, el sistema de interferon tipo | (IFNa/f) representa un poderoso
mecanismo de defensa innato antiviral que se estableciod relativamente temprano en la evolucion de los organismos
eucaridticos (Garcia-Sastre, 2002, Microbes Infect 4: 647- 55). El sistema antiviral IFNo/f implica tres pasos
principales: (i) deteccion de la infeccion viral y secrecion de IFNa/B, (ii) union de IFNa/f3 a sus receptores e induccion
transcripcional de genes estimulados por IFNa/B, y (iii) sintesis de enzimas y proteinas antivirales. La mayoria de los
virus, sin embargo, han adquirido informacion genética especifica que codifica moléculas antagonistas de IFNa/j,
que bloquean eficazmente una o mas etapas del sistema de IFNa/ antiviral. Los virus de la gripe A expresan una
proteina no estructural en células infectadas, la proteina NS1 (descrita en detalle, mas adelante), que contrarresta la
respuesta celular de IFNa/B (Garcia-Sastre et al., 1998, Virology 252: 324-30).

2.1.1.1 Gripe aviar de alta patogeneicidad
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En los ultimos afios, se han notificado brotes de gripe aviar altamente patégena (IAAP) en Asia y Europa (Kawaoka
et al.,, 2005, Natl. Rev. Microbiol. 3:591-600; Koopmans et al., 2004, Lancet 363: 587 - 593). Los brotes que
involucran al virus de la gripe A, subtipo H5N1 o H7N7, causaron infecciones letales en aves de corral domésticas y
la muerte de un numero limitado de casos humanos (Tweed et al., 2004, Emerg. Infec. Dis. 10:2196-2199). Los virus
H5N1 actuales han estado circulando entre las aves de corral dentro de China en los ultimos afios (Chen et al.,
2005, Nature 436: 191-192), y mientras que las aves migratorias se consideran el principal reservorio de estos virus,
se cree que la transmision de las aves infectadas de vuelta a las aves migratorias ha contribuido a su mayor
distribucién geografica. Actualmente, el virus H5SN1 ha surgido de Asia, extendiéndose por Europa y Africa (Enserink,
2006, Science, 311: 932). El sacrificio al por mayor de aves de corral ha demostrado ser una estrategia exitosa para
erradicar los brotes de H5N1 en Hong Kong en 1997 y en los Paises Bajos en 2003 (Lipatov et al., 2004, J. Virol.
78:8951-8959). Dado que las victimas humanas de brotes recientes de gripe aviar altamente patdégena han tenido
contacto cercano con aves infectadas, se deduce que la prevencion de la transmision interespecie del virus de la
gripe aviar (AlV) puede lograrse mediante la erradicacion del virus de la gripe aviar en aves de corral a través del
sacrificio. Sin embargo, por razones econdmicas y practicas, la destruccion de las aves de corral infectadas en
solitario ya no se considera el método de eleccién en el control de esta enfermedad. Ademas, por razones éticas y
ecoldgicas, el sacrificio de aves silvestres migratorias se considera una practica inaceptable. Recientemente, la OIE
(Organizacién Mundial de Sanidad Animal) y la FAO (Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion) recomendaron que se considerase la vacunacion de aves de corral para el control de AlV. Ademas, se
ha informado que la vacunacion de pollos con la vacuna H5 inactivada tuvo éxito en la interrupcién de la transmision
del virus en un estudio de campo (Ellis et al., 2004, Avian Pathol. 33:405-412). Recientemente, China ha aceptado la
vacunacion como un componente de su programa de control de AlV.

La posibilidad de que la cepa altamente patégena H5N1 pueda volverse transmisible entre humanos se menciona en
términos de una pandemia global, y la OMS no esta dispuesta a estimar la mortalidad global en caso de que el virus
H5N1 se recombine a la forma humana. Por lo tanto, es clara la necesidad de un método de gestion de la infeccion
por H5N1 en las poblaciones agricolas, de la cual se cree que surgieron la mayoria de las transmisiones a humanos.

2.1.2 Virus de la enfermedad de Newcastle

El virus de la enfermedad de Newcastle es un virus con envoltura que contiene un genoma de ARN con sentido
negativo lineal, monocatenario y no segmentado. EI ARN genémico contiene genes del orden de 3'-N-P-M-F-HN-L,
que se describen con mas detalle a continuacion. EI ARN gendmico también contiene una secuencia lider en el
extremo 3.

Los elementos estructurales del virién incluyen la envoltura del virus que es una bicapa lipidica derivada de la
membrana plasmatica celular. La glicoproteina, hemaglutinina-neuraminidasa (HN), sobresale de la envoltura
proporcionando actividades de hemaglutinina (p. €j., la unién a receptor/fusogénico) y neuraminidasa. La
glicoproteina de fusion (F), que también interactia con la membrana viral, se produce primero como un precursor
inactivo, luego se escinde postraduccionalmente para producir dos polipéptidos unidos por disulfuro. La proteina F
activa esta involucrada en la penetracién de NDV en células hospedadoras facilitando la fusién de la envoltura viral
con la membrana plasmatica de la célula huésped. La proteina de la matriz (M) esta involucrada en el ensamblaje
viral e interactua tanto con la membrana viral como con las proteinas de la nucleocapside.

La principal subunidad proteica de la nucleocapside es la proteina nucleocapside (N) que confiere simetria helicoidal
a la capside. En asociacion con la nucleocapside estan las proteinas P y L. La fosfoproteina (P), que esta sujeta a la
fosforilacion, se cree que desempeiia un papel regulador en la transcripcion, y también puede estar implicada en la
metilacion, fosforilacion y poliadenilacion. El gen L, que codifica una ARN polimerasa dependiente de ARN, se
requiere para la sintesis de ARN viral junto con la proteina P. La proteina L, que ocupa casi la mitad de la capacidad
codificante del genoma viral, es la mayor de las proteinas virales, y desempefia un papel importante tanto en la
transcripciéon como en la replicacion.

La replicacion de todos los virus de ARN de cadena negativa, incluido el NDV, se complica por la ausencia de la
magquinaria celular requerida para replicar el ARN. Ademas, el genoma de cadena negativa no puede traducirse
directamente en proteina, sino que primero debe transcribirse en una copia de cadena positiva (ARNm). Por lo tanto,
al ingresar en una célula hospedadora, el virus no puede sintetizar la ARN polimerasa dependiente de ARN
requerida. Las proteinas L, P y N deben ingresar a la célula junto con el genoma en la infeccion.

Se piensa que la mayoria o todas las proteinas virales que transcriben el ARNm de NDV también llevan a cabo su
replicacion. El mecanismo que regula los usos alternativos (es decir, la transcripcion o la replicacion) del mismo
complemento de proteinas no se ha identificado claramente, pero parece implicar la abundancia de formas libres de
una o mas de las proteinas nucleocapsidas, en particular, la N. Directamente después de la penetracion del virus, la
transcripcion se inicia con la proteina L usando el ARN de sentido negativo en la nucleocapside como molde. La
sintesis del ARN viral esta regulada de manera que produce ARNm monocistrénicos durante la transcripcion.

Después de la transcripcion, la replicacion del genoma del virus es el segundo evento esencial en la infeccion por el
virus de ARN de cadena negativa. Al igual que con otros virus de ARN de cadena negativa, la replicacion del
genoma virico en el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) estd mediada por proteinas especificadas por virus.
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Los primeros productos de la sintesis de ARN replicativo son copias complementarias (es decir, mas polaridad) del
ARN del genoma del NDV (ARNCc). Estas copias de cadena positiva (anti-genomas) difieren de las transcripciones de
ARNm de cadena positiva en la estructura de sus extremos. A diferencia de los transcritos de ARNm, los ARNc
antigendmicos no estan tapados ni metilados en los extremos 5', y no estan truncados ni poliadenilados en los
extremos 3'. Los ARNc son coterminales con sus plantillas de cadena negativa y contienen toda la informacion
genética en cada segmento de ARN gendmico en la forma complementaria. Los ARNc sirven como plantillas para la
sintesis de genomas viricos de cadena negativa de NDV (ARNv).

Tanto los genomas de cadena negativa de NDV (ARNv) como los antigenomas (ARNc) estan encapsidados por
proteinas de nucleocapside; las Unicas especies de ARN no encapsuladas son los ARNm de virus. Para el NDV, el
citoplasma es el sitio de la replicacién del ARN del virus, asi como también es el sitio para la transcripcion. El
ensamblaje de los componentes virales parece tener lugar en la membrana plasmatica de la célula huésped y el
virus maduro se libera mediante gemacion.

2.2 Formulaciones inmunogénicas

La tecnologia del ADN recombinante y las técnicas de ingenieria de "genética inversa" proporcionan un enfoque
Unico para la produccién de virus recombinantes para el uso en formulaciones inmunogénicas. En particular, se
describe en este documento un método para disefiar un virus de ARN de cadena negativa tal que expresa, o
muestra, no solo antigenos viricos nativos, sino también cualquier antigeno que pueda disefarse para incorporarse
en el recubrimiento de proteina viral. De particular interés son los antigenos derivados de organismos infecciosos
distintos de la gripe. De esta manera, un unico virus puede ser disefiado como un compuesto inmunogénico util para
provocar, activar o inducir una respuesta inmune que proporcionaria proteccion contra al menos dos patégenos. Tal
virus quimérico se puede disefiar adicionalmente cuando sea necesario para modificar su virulencia, es decir, de
modo que puedan atenuarse o atenuarse adicionalmente. Los virus de la gripe atenuados son beneficiosos porque
son inmunogénicos y capaces de replicarse, pero no son patdégenos.

Se cree que las vacunas vivas inducen una citotoxicidad mediada por células con reactividad cruzada mejorada asi
como una respuesta de anticuerpos humorales, proporcionando una mejor protecciéon que las vacunas inactivadas
(Gorse y Belshe, 1990, J. Clin. Microbiol. 28: 2539 - 2550; y Gorse et al., 1995, J. Infect. Dis. 172:1-10). En segundo
lugar, es probable que la inmunidad protectora frente a enfermedades viricas implique una respuesta de IgA en la
mucosa que no se observa con las vacunas administradas por via intramuscular tradicionales (Nelson et al., 1998,
Vaccine 16: 1306-1313). Finalmente, las vacunas vivas también tienen la ventaja de la administracion intranasal que
evita la hinchazon y el dolor muscular ocasionalmente asociados con la administraciéon intramuscular de vacunas
adyuvadas inactivadas. Se ha informado que estas vacunas vivas inducen no solo respuestas humorales contra el
virus de la gripe homotipico sino también una citotoxicidad mediada por células de reactividad cruzada. Por lo tanto,
los inventores ofrecen el potencial para el desarrollo de formulaciones inmunes nuevas y mas eficaces, por ejemplo,
formulaciones de vacunas, para el diagnéstico, la prevencion, el control o el tratamiento de patégenos virales y no
virales.

3. Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona virus quiméricos de la enfermedad de Newcastle (NDV), que comprenden un
genoma empaquetado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina HN-fusion que tiene
los dominios transmembrana y citoplasmaticos de una proteina HN y al menos un epitopo de un ectodominio de un
antigeno protector de un agente infeccioso o un antigeno asociado con una enfermedad que esta anclado por el
extremo N-terminal, de manera que la proteina HN-fusién se expresa y se incorpora en el NDV quimérico, en donde
el antigeno no se deriva de un paramixovirus, y en el que la funcién de la proteina HN es suministrada por la
proteina HN-fusién o por la proteina HN nativa.

En una realizacion, el NDV quimérico de la presente invencion tiene un genoma que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina HN, de modo que la proteina HN se expresa e incorpora en el NDV quimérico.
En otra realizacién del NDV quimérico de la presente invencion, la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
de fusion HN reemplaza la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina HN de NDV y la proteina de HN-fusion
suministra la funcién de la proteina HN.

En algunas realizaciones, el antigeno del NDV quimérico de la presente invencién es un antigeno viral, un antigeno
bacteriano, un antigeno protector asociado con un parasito o un antigeno fungico; preferiblemente en el que el
antigeno viral es un antigeno de adenoviridae, herpesviridae, Leviviridae, poxviridae, picornaviridae, papovaviridae,
reoviridae, retroviridae, flaviridae, togaviridae, hepadnaviridae, rhabdoviridae, arenaviridae, o coronaviridae;
preferiblemente en el que el antigeno bacteriano es un antigeno de bacterias de la familia Aquaspirillum, familia
Azospirillum, familia Azotobacteraceae, familia Bacteroidaceae, especies de Bartonella, familia Bdellovibrio, especies
Campylibacter, especies de Chlamydia, Clostridium, la familia Enterobacteriaceae, familia Gardinella, Haemophilus
influenzae, familia Halobacteriaceae, Familia Helicobacter, familia Legionallaceae, especie Listeria, familia
Methylacoccacea, familia Neisseriaceae, familia Oceanospririllum, familia Pasteurellaceae, especie Pneumococcus,
especie Pseudomonas, familia Rhizobiaceae, familia Spirillum, familia Spirosomaceae, familia Staphylococcus,
Streptococcus, familia Yersinia o familia Vampirovibrio; preferiblemente en donde el antigeno protector asociado con
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un parasito es un antigeno de una ameba, un parasito de la malaria, Plasmodium o Trypanosoma cruzi; y
preferiblemente en el que el antigeno fungico es un antigeno de hongos de especies de Absidia, especies de
Aspergillus, Ascomyceles, Basidiomycetes, Basidibolus ranarum, Blastomyces dermatitidis, especies de Candida,
Coccidioides immitis, especies de Conidiobolus, Cryptococcus neoformans, especies de Cunninghamella,
dermatofitos, Deuteromicetes, Histoplasma capsulatum, Microsporum gypseum, Mucor pusillus, Oomycetes,
Paracoccidioides brasiliensis, Pseudallescheria boydii, Rhinosporidium seeberi, Pneumocystis carinii, especies de
Rhizopus, especies de Saccharomyces, Sporothrix schenckii, o0 Zygomycetes.

En otra realizacién o en otras realizaciones adicionales del NDV quimérico de la presente invencion: (a) la secuencia
que codifica la proteina HN-fusion se inserta entre los genes P y M del genoma de NDV; (b) los dominios
transmembrana y citoplasmatico de la proteina HN-fusion son de la cepa LaSota de NDV; y/o (c) la proteina HN se
modifica genéticamente en el sitio de corte para incrementar la actividad fusogénica, preferiblemente en la que el
sitio de corte de la proteina HN se reemplaza con un sitio de corte multibasico.

En ofra realizacion o en otras realizaciones adicionales del NDV quimérico de la presente invencion: (a) la proteina
HN-fusiéon o bien no contiene ningun resto aminoacido del ectodominio de la proteina HN, o bien contiene un
fragmento del ectodominio de la proteina HN que no retiene la actividad del ectodominio de la proteina HN; o (b) la
proteina HN-fusion comprende entre 1 y 15 restos del ectodominio de una proteina HN de NDV que estan
inmediatamente adyacentes al dominio transmembrana de la proteina HN.

En otra realizaciéon o en otras realizaciones adicionales, el NDV quimérico de la presente invencion esta atenuado.
En otra realizacion o en otra realizacion adicional del NDV quimérico de la presente invencion, el antigeno es el
ectodominio de un antigeno de neuraminidasa de un virus de la gripe. En una realizacion, dicho virus de la gripe es
un virus de la gripe aviar. En otra realizacion o en otra realizacion adicional del NDV quimérico de la presente
invencion, el agente infeccioso es un patdgeno infeccioso. En una realizacion, la cadena principal del NDV quimérico
es la cepa LaSota de NDV.

La presente invencion también proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden el NDV quimérico de la
presente invencion.

Ademas, se proporcionan los NDV quiméricos de la presente invencién o las composiciones inmunogénicas de la
presente invencion para usar en un método para inducir una respuesta inmune a NDV y un agente infeccioso o
enfermedad asociada con el antigeno de la proteina de fusién HN en un ave, o para usar en la inducciéon de una
respuesta inmune a un agente infeccioso o enfermedad asociada con el antigeno de la proteina de fusion HN en un
ave o un ser humano.

Por lo tanto, la presente invencién también proporciona usos de los NDV quiméricos de la presente invencion en la
preparacion de un medicamento para inducir una respuesta inmune a NDV y un agente infeccioso o enfermedad
asociada con el antigeno de la proteina de fusién HN en un ave, o para inducir una respuesta inmune a un agente
infeccioso o una enfermedad asociada con el antigeno de la proteina de fusiéon HN en un ave o un ser humano.

Ademas, se proporcionan NDV quiméricos de la presente invencion o composiciones inmunogénicas de la presente
invencion para su uso en un método para prevenir o tratar una enfermedad en un ser humano o en un ave, en donde
la enfermedad esta asociada con el antigeno de la proteina de fusion HN.

En consecuencia, la presente invencién también proporciona los usos de los NDV quiméricos de la presente
invencion en la preparacion de un medicamento para prevenir o tratar una enfermedad en un ser humano o en un
ave, en donde la enfermedad esta asociada con el antigeno de la proteina de fusién HN.

La presente invencion también proporciona métodos para producir una formulaciéon inmunogénica, comprendiendo el
método (a) propagar el NDV quimérico de la presente invencion en un huevo embrionado o en una linea celular que
es susceptible a una infeccion por NDV; y (b) recoger el virus progenie; en el que el virus se desarrolla en cantidades
suficientes y en condiciones suficientes para que el virus esté libre de contaminacién, de manera que la progenie del
virus sea adecuada para su uso en una formulacién inmunogénica.

La presente invencion proporciona moléculas de ADN recombinante que codifican el NDV quimérico de la presente
invencion.

Se describen en este documento virus de ARN de cadena negativa quiméricos disefiados para expresar proteinas
de fusion que incorporan al virién, métodos para producir tales virus quiméricos y el uso de tales virus, por ejemplo
como inmundgenos, en formulaciones inmunogénicas, o en ensayos in vitro. Los virus quiméricos descritos en este
documento se caracterizan por expresar, en la superficie del virién, no solo antigenos asociados con el virus sino
también la proteina de fusion.

La presente invencion proporciona NDV quiméricos que permiten inmunizar a un sujeto, por ejemplo, un ave o un
ser humano, contra dos agentes infecciosos mediante la administracién de un NDV quimérico. En un aspecto, el uso
de un Unico virus para inducir una respuesta inmune reduce la frecuencia de administracién de una formulacién
inmunizante. En otro aspecto, el uso de un solo virus para inducir una respuesta inmune reduce el coste de
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inmunizar a sujetos. El menor coste de inmunizar a sujetos aumenta la probabilidad de que mas sujetos puedan
permitirse inmunizarse y, por lo tanto, reduce los costes de salud asociados con el tratamiento de sujetos que
padecen una infeccion.

La invencion también se refiere a los NDV quiméricos de la invencién comprendidos en composiciones (por ejemplo,
formulaciones inmunogénicas) para seres humanos o animales. En particular, los NDV quiméricos de la invencion
pueden usarse como vacunas contra una amplia gama de virus y/o antigenos. Debido a que el virus quimérico esta
disefiado para expresar epitopos extrafios en el virion, las composiciones (por ejemplo, formulaciones de vacuna)
que comprenden un virus quimérico de la invencion pueden disefiarse para la inmunizacién contra variantes de
cepas multiples, diferentes virus o contra agentes infecciosos o antigenos de enfermedad completamente diferentes
(por ejemplo, bacterias, parasitos, hongos o antigenos especificos de tumores). Se pueden usar muchos métodos
para introducir las formulaciones de virus vivos atenuados a un sujeto humano o animal para inducir una respuesta
inmune o de citocina apropiada. Estos incluyen, pero no se limitan a, rutas intranasal, intratraqueal, oral,
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa y subcutanea.

Los virus quiméricos descritos en este documento permiten que un sujeto (por ejemplo, aves) se inmunice para dos
enfermedades infecciosas administrando los virus quiméricos. En una realizacion especifica, los NDV quiméricos de
la invencion permiten que las aves se inmunicen para el virus de la gripe aviar y el virus de la enfermedad de
Newcastle administrando un virus quimérico de la invencion. Las aves pueden inmunizarse facilmente
pulverizandolas con el virus quimérico o administrando el virus quimérico en una solucién acuosa, tal como el agua
que beben.

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de los solicitantes de que se puede lograr una
respuesta inmune efectiva a dos agentes infecciosos disefiando un virus de la gripe para expresar e incorporar en su
virién una proteina de fusion que comprende los dominios citoplasmatico y transmembrana de al menos una
glicoproteina esencial del virus y el ectodominio de una proteina de un segundo agente infeccioso, en el que la
proteina de fusién reemplaza funcionalmente a la glucoproteina esencial. En un aspecto, la incorporaciéon de la
proteina de fusion en el virion da como resultado una respuesta inmune potenciada al ectodominio del segundo
agente infeccioso. La ingenieria de los dominios citoplasmaticos y transmembrana de una glicoproteina esencial del
virus en la proteina de fusion permite que la proteina de fusién se incorpore al virién. En un aspecto, la glicoproteina
esencial es una o ambas proteinas del virus de la gripe HA y/o NA. En una realizacion, la glicoproteina esencial es la
proteina HN de NDV. El reemplazo funcional de al menos una glucoproteina esencial del virus elimina la
preocupacion sobre la limitacion del tamafio del genoma del virus (por ejemplo, el genoma del virus de la gripe). En
ciertas realizaciones, la sustitucion funcional de al menos una glucoproteina esencial del virus con la proteina de
fusién atenua la replicacion viral en sujetos.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico que comprende una proteina de fusion que tiene
(i) un ectodominio de un antigeno protector de un agente infeccioso, distinto del virus de la gripe fusionado a (ii) un
dominio transmembrana y citoplasmatico de una glicoproteina codificada por un gen esencial de un virus de la gripe,
en el que la proteina de fusidn se incorpora a un virus de la gripe aviar, en el que la funcion del gen esencial es
suministrada por la proteina de fusién o por la glicoproteina nativa del virus de la gripe aviar. En ciertos aspectos, el
gen esencial de un virus de la gripe es un gen de hemaglutinina (HA). En otros aspectos, el gen esencial de un virus
de la gripe es un gen de neuraminidasa (NA). En ciertos aspectos, el virus de la gripe aviar quimérico esta atenuado.
De acuerdo con estos aspectos, el virus de la gripe aviar quimérico se puede atenuar mediante mutaciones en el
gen NS1.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico que comprende una proteina de fusion que tiene
(i) un ectodominio de una proteina HN de NDV fusionada a (ii) un dominio transmembrana y un dominio
citoplasmatico de una proteina NA del virus de la gripe, en donde se incorpora la proteina de fusién en un virus de la
gripe aviar, en el que la funcidn de la proteina NA es suministrada por la proteina de fusiéon o por la glicoproteina
nativa del virus de la gripe aviar. En ciertos aspectos, el virus de la gripe aviar quimérico esta atenuado. De acuerdo
con estos aspectos, el virus de la gripe aviar quimérico se puede atenuar mediante mutaciones en el gen NS1. De
acuerdo con la descripcion, se puede usar cualquier tipo, subtipo o cepa del virus de la gripe aviar.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico, que comprende un segmento NA del virus de la
gripe empaquetado que codifica una proteina de fusién de neuraminidasa, en el que el marco de lectura abierto NA
se modifica de modo que los nucleétidos que codifican el ectodominio NA se reemplazan por nucleétidos que
codifican un ectodominio de un antigeno de neuraminidasa de un agente infeccioso distinto de la gripe que esta
anclado por el extremo N, de modo que la proteina de fusién de neuraminidasa se expresa e incorpora en el virus de
la gripe aviar quimérico.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico, que comprende un segmento de HA del virus de
la gripe empaquetado que codifica una proteina de fusidon de hemaglutinina, en el que el marco de lectura abierto HA
se modifica de modo que los nucleédtidos que codifican el ectodominio de HA se reemplazan por nucleétidos que
codifican un ectodominio de un antigeno de unién a receptor/fusogénico de un agente infeccioso distinto del virus de
la gripe que esta anclado por el extremo C, de modo que la proteina de fusidon de la hemaglutinina se expresa e
incorpora al virus de la gripe aviar quimérico.
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Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico que comprende un segmento HA del virus de la
gripe bicistronico empaquetado, que comprende: (a) un primer marco de lectura abierto que codifica una proteina de
hemaglutinina del virus de la gripe aviar, y (b) un segundo marco de lectura abierto que codifica un proteina de
fusion de hemaglutinina, en la que los nucleétidos que codifican el ectodominio de hemaglutinina se reemplazan por
nucledtidos que codifican un ectodominio de un antigeno protector de un agente infeccioso distinto del virus de la
gripe o que codifica un antigeno de enfermedad anclado por el extremo C, de modo que ambas, la hemaglutinina del
virus de la gripe y la proteina de fusion, se expresan e incorporan en el virus de la gripe aviar quimérico. En ciertos
aspectos, el primer marco de lectura abierto del segmento de HA del virus aviar quimérico se modifica para eliminar
el sitio de escision polibasico de hemaglutinina.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico que comprende un segmento NA del virus de la
gripe bicistronico empaquetado, que comprende: (a) un primer marco de lectura abierto que codifica una proteina de
neuraminidasa del virus de la gripe aviar, y (b) un segundo marco de lectura abierto que codifica un proteina de
fusion de neuraminidasa, en la cual los nucledtidos que codifican el ectodominio de neuraminidasa son
reemplazados por nucleétidos que codifican un ectodominio de un antigeno protector de un agente infeccioso,
distinto del virus de la gripe, o que codifica un antigeno de enfermedad que esta anclado por el extremo N, de modo
que ambas, la neuraminidasa del virus de la gripe y la proteina de fusién, se expresan e incorporan en el virus de la
gripe aviar quimérico. En ciertos aspectos, el virus de la gripe aviar quimérico comprende un segmento de HA que
tiene un marco de lectura abierto modificado para eliminar el sitio de escision polibasico de la hemaglutinina.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico, que comprende un segmento NA del virus de la
gripe empaquetado que codifica una proteina de fusién de neuraminidasa, en el que el marco de lectura abierto NA
se modifica de modo que los nucleétidos que codifican el ectodominio NA se reemplazan por nucleétidos que
codifican un ectodominio de un antigeno HN de NDV, de modo que la proteina de fusidon de neuraminidasa se
expresa e incorpora en el virus de la gripe aviar quimérico. La proteina de fusién de neuraminidasa proporciona la
actividad de neuraminidasa para el virus de la gripe aviar quimérico.

En ciertos aspectos, un virus de la gripe aviar quimérico de la descripcion comprende un segmento del gen NS1
empaquetado que codifica una proteina NS1 modificada que reduce la actividad antagonista del interferon celular del
virus. Ejemplos no limitantes de mutaciones en el gen NS1 que dan como resultado una proteina NS1 modificada se
proporcionan en la Seccién 5.1.2, mas adelante.

Se describen en este documento moléculas de acido nucleico recombinantes (por ejemplo, moléculas de ADN
recombinante) que codifican el segmento NA de los virus de la gripe aviar quiméricos descritos. También se
describen en este documento moléculas de acido nucleico recombinantes (por ejemplo, moléculas de ADN
recombinante) que codifican el segmento de HA de los virus de la gripe aviar quiméricos descritos. Ademas, se
describen en este documento moléculas de acido nucleico recombinantes (por ejemplo, moléculas de ARN
recombinante) que codifican el segmento de NA o el segmento de HA de los virus de la gripe aviar quiméricos
descritos.

Se describen en este documento métodos para propagar un virus de la gripe aviar quimérico de la descripcion, que
comprenden cultivar el virus de la gripe aviar quimérico en un huevo embrionado o una linea celular que es
susceptible a la infeccion por el virus de la gripe aviar. También se describen en este documento métodos para
producir una formulacién inmunogénica, comprendiendo el método: (a) propagar un virus de la gripe aviar quimérico
de la descripcion en un huevo embrionado o una linea celular que es susceptible a la infeccion por el virus de la
gripe aviar; y (b) recoger el virus de la progenie, en el que el virus se cultiva en cantidades suficientes y en
condiciones suficientes para que el virus esté libre de contaminacién, de forma que el virus de la progenie sea
adecuado para usar en formulaciones inmunogénicas, por ejemplo, formulaciones de vacunas.

Ademas, se describe en este documento un virus de la gripe quimérico atenuado, que comprende una proteina de
fusién, que tiene (i) un ectodominio de un antigeno protector de un agente infeccioso, distinto del virus de la gripe
fusionado a (ii) un dominio transmembrana y citoplasmatico de una glicoproteina codificada por un gen esencial de
un virus de la gripe, en el que la proteina de fusion se incorpora en un virus de la gripe atenuado, en el que la
funcién del gen esencial es suministrada por la proteina de fusién o por la glicoproteina nativa al virus de la gripe
atenuado. En ciertos aspectos, el gen esencial de un virus de la gripe es un gen de hemaglutinina (HA). En otros
aspectos, el gen esencial de un virus de la gripe es un gen de neuraminidasa (NA). El virus de la gripe quimérico
atenuado puede ser de cualquier tipo, subtipo o cepa del virus de la gripe. Por ejemplo, el virus de la gripe quimérico
atenuado puede ser un virus de la gripe A, un virus de la gripe B o un virus de la gripe C.

Se describe en este documento un virus de la gripe quimérico atenuado que comprende un segmento NA del virus
de la gripe empaquetado que codifica una proteina de fusién de neuraminidasa, en el que el marco de lectura abierto
NA se modifica de modo que los nucleétidos que codifican el ectodominio NA se reemplazan por nucleétidos que
codifican un ectodominio de un antigeno de neuraminidasa de un agente infeccioso distinto de la gripe que esta
anclado por el extremo N, de modo que la proteina de fusiéon de neuraminidasa se expresa e incorpora en el virus de
la gripe aviar quimérico atenuado. En ciertos aspectos, el virus de la gripe quimérico atenuado comprende un
segmento de HA que tiene un marco de lectura abierto modificado para eliminar el sitio de escision polibasico de la
hemaglutinina.
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Se describe en este documento un virus de la gripe quimérico atenuado que comprende un segmento de HA del
virus de la gripe empaquetado que codifica una proteina de fusiéon de hemaglutinina, en el que el marco de lectura
abierta HA se modifica de modo que los nucleétidos que codifican el ectodominio de HA se reemplazan por
nucledtidos que codifican un ectodominio de un antigeno de hemaglutinina de un agente infeccioso distinto de la
gripe que esta anclado por el extremo C, de modo que la proteina de fusion de hemaglutinina se expresa e incorpora
en el virus de la gripe quimérico atenuado.

Se describe en este documento un virus de la gripe quimérico atenuado que comprende un segmento de HA del
virus de la gripe bicistronico empaquetado que comprende: (a) un primer marco de lectura abierto que codifica una
proteina de hemaglutinina de la gripe, y (b) un segundo marco de lectura abierto que codifica una proteina fusion de
hemaglutinina, en la que los nucledtidos que codifican el ectodominio de hemaglutinina se reemplazan por
nucledtidos que codifican un ectodominio de un antigeno protector de un agente infeccioso, distinto de la gripe, o
que codifica un antigeno de enfermedad que esta anclado por el extremo C, de modo que tanto la hemaglutinina de
la gripe como la proteina de fusidon se expresan e incorporan en el virus de la gripe quimérico atenuado. En ciertos
aspectos, el primer marco de lectura abierto del segmento HA del virus de la gripe quimérico atenuado se modifica
para eliminar el sitio de escision polibasico de la hemaglutinina.

Se describe en este documento un virus de la gripe quimérico atenuado que comprende un segmento de NA del
virus de la gripe bicistronico empaquetado que comprende: (a) un primer marco de lectura abierto que codifica una
proteina de neuraminidasa de la gripe, y (b) un segundo marco de lectura abierto que codifica una proteina de fusion
de neuraminidasa, en la cual los nucleétidos que codifican el ectodominio de neuraminidasa son reemplazados por
nucledtidos que codifican un ectodominio de un antigeno protector de un agente infeccioso, distinto de la gripe, o
que codifican un antigeno de enfermedad que esta anclado por el extremo N, de modo que tanto la neuraminidasa
de gripe como la proteina de fusion se expresan e incorporan en el virus de la gripe quimérico atenuado. En ciertos
aspectos, el virus de la gripe quimérico atenuado comprende un segmento de HA que tiene un marco de lectura
abierto modificado para eliminar el sitio de escision polibasico de la hemaglutinina.

En ciertos aspectos, el virus de la gripe quimérico atenuado de la descripcion comprende un segmento del gen NS1
empaquetado que codifica una proteina NS1 modificada que reduce la actividad antagonista del interferon celular del
virus.

Se describen en este documento moléculas de acido nucleico recombinantes (por ejemplo, moléculas de ADN
recombinante) que codifican el segmento NA de los virus de la gripe quiméricos atenuados de la descripcion. La
presente descripcion también describe moléculas de acido nucleico recombinante (por ejemplo, moléculas de ADN
recombinante) que codifican para el segmento HA los virus de la gripe quiméricos atenuados de la descripcion.
Ademas se describen en este documento moléculas de acido nucleico recombinantes (por ejemplo, moléculas de
ARN recombinante) que codifican el segmento de NA o el segmento de HA de los virus de la gripe quiméricos
atenuados.

Se describen en este documento métodos para propagar un virus de la gripe quimérico atenuado de la descripcion,
que comprenden cultivar el virus de la gripe quimérico atenuado en un huevo embrionado o una linea celular que es
susceptible a la infeccion por el virus de la gripe. También se describen en este documento métodos para producir
una formulacién inmunogénica, comprendiendo el método: (a) propagar un virus de la gripe quimérico atenuado de
la invencién en un huevo embrionado o una linea celular que es susceptible a la infeccién atenuada del virus de la
gripe; y (b) recoger el virus de la progenie, en el que el virus se cultiva en cantidades suficientes y en condiciones
suficientes para que el virus esté libre de contaminacion, de forma que el virus de la progenie sea adecuado para
usar en formulaciones inmunogénicas, por ejemplo, formulaciones de vacunas.

La presente invencion también proporciona virus NDV quiméricos especificos. De forma general, la presente
invencion proporciona un NDV quimérico que comprende una proteina de fusion que tiene (i) un ectodominio de un
antigeno protector de un agente infeccioso, distinto del NDV fusionado a (ii) un dominio transmembrana y
citoplasmatico de una glicoproteina codificada por un gen esencial de un NDV, en el que la proteina de fusion se
incorpora a un NDV, en el que la funcién del gen esencial es suministrada por la proteina de fusion o por la
glicoproteina nativa al NDV. En una realizacion especifica de la invencion, el gen de NDV esencial de NDV es el gen
que codifica una proteina HN. De acuerdo con la invencion, se puede usar cualquier tipo, subtipo o cepa de NDV.

En esta memoria se describe un NDV quimérico que comprende un genoma empaquetado que comprende una
secuencia de nucledétidos que codifica una proteina F-proteina de fusién que tiene los dominios transmembrana y
citoplasmatico de una proteina F y el ectodominio de un antigeno de un agente infeccioso, distinto de NDV, o un
antigeno de enfermedad que esta anclado por el extremo C, de modo que la proteina F-proteina de fusion se
expresa e incorpora en el NDV quimérico. En ciertas realizaciones, el genoma del NDV quimérico comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica una proteina F, de modo que la proteina F se expresa e incorpora en el NDV
quimérico ademas de la proteina F-proteina de fusién de NDV. En un aspecto, la secuencia de nucleétidos que
codifica la proteina F-proteina de fusién de NDV reemplaza la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina F de
NDV vy la proteina F-proteina de fusion suministra la funcion de la proteina F para el NDV quimérico.
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La presente invencion proporciona un NDV quimérico que comprende un genoma empaquetado que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de fusion HN que tiene los dominios transmembrana y
citoplasmatico de una proteina HN y el ectodominio de un antigeno de un agente infeccioso, distinto de NDV, o un
antigeno de enfermedad que esta anclado por el extremo N, de modo que la proteina de fusiéon HN se expresa e
incorpora en el NDV quimérico. En ciertas realizaciones, el genoma del NDV quimérico comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica una proteina HN, de modo que la proteina HN se expresa e incorpora en el NDV
quimérico ademas de la proteina de fusién HN de NDV. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que
codifica la proteina de fusiéon HN reemplaza la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina HN de NDV y la
proteina de fusién HN suministra la funciéon de la proteina HN para el NDV quimérico. La presente invencion
proporciona moléculas de acido nucleico recombinante que codifican la proteina HN de NDV o la proteina F.

Se describen en este documento también métodos para la propagacién de un NDV quimérico de la invencion que
comprenden cultivar el NDV quimérico en un huevo embrionado o en una linea celular que es susceptible a la
infeccion por NDV. La presente invencién también proporciona un método para producir una formulaciéon
inmunogénica, comprendiendo el método: (a) propagar un NDV quimérico de la invencion en un huevo embrionado o
una linea celular que es susceptible a la infeccion por NDV; y (b) recoger el virus de la progenie, en el que el virus se
cultiva en cantidades suficientes y en condiciones suficientes para que el virus esté libre de contaminacion, de
manera que el virus de la progenie sea adecuado para usar en formulaciones inmunogénicas, por ejemplo,
formulaciones de vacunas.

Se describen en este documento huevos embrionados que comprenden los NDV quiméricos de la invencion.
También se describen en este documento lineas celulares que comprenden los NDV quiméricos de la invencion. La
presente invencion proporciona ademas formulaciones inmunogénicas que comprenden los NDV quiméricos de la
invencion.

Se describen en este documento métodos para inducir una respuesta inmune a uno, dos o mas agentes infecciosos
en un sujeto, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de un virus de la gripe quimérico descrito en
este documento. En ciertos aspectos, el sujeto es un sujeto humano. En otros aspectos, el sujeto es un mamifero no
humano (por ejemplo, un cerdo, caballo, perro o gato). En otros aspectos mas, el sujeto es un sujeto aviar. En un
aspecto, se describe en este documento un método para inducir una respuesta inmune a uno, dos o mas agentes
infecciosos en un ave, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de un virus de la gripe aviar
quimérico de la descripcion.

La presente invencién proporciona un NDV quimérico para usar en métodos para inducir una respuesta inmune a
uno, dos 0 mas agentes infecciosos en un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad eficaz
de un NDV quimérico de la invencion. En ciertas realizaciones, el sujeto es un sujeto humano. En otras
realizaciones, el sujeto es un mamifero no humano (por ejemplo, un cerdo, caballo, perro o gato). En otras
realizaciones mas, el sujeto es un sujeto aviar. En una realizacion especifica, la presente invencion proporciona un
NDV quimérico para usar en métodos para inducir una respuesta inmune a uno, dos o mas agentes infecciosos en
un ave, comprendiendo el método administrar al ave una cantidad eficaz de un NDV quimérico de la invencion.

Se describen en este documento métodos para inducir una respuesta inmune a uno, dos o mas agentes infecciosos
en un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad eficaz de un virus de la gripe quimérico
atenuado de la descripcion. En ciertos aspectos, el sujeto es un sujeto humano. En otros aspectos, el sujeto es un
mamifero no humano (por ejemplo, un cerdo, caballo, perro o gato). En otros aspectos mas, el sujeto es un sujeto
aviar. En un aspecto, se describen en este documento métodos para inducir una respuesta inmune a uno, dos o mas
agentes infecciosos en un ser humano, comprendiendo el método administrar a un humano que lo necesita una
cantidad eficaz de un virus quimérico de la descripcién.

La presente invencion proporciona un NDV quimérico para usar en métodos para inducir una respuesta inmune a un
antigeno de enfermedad, comprendiendo los métodos administrar al sujeto una cantidad eficaz de un NDV quimérico
de la invencion. En ciertas realizaciones, el sujeto es un ser humano. En otras realizaciones, el sujeto es un ave.

3.1 Terminologia

Como se usa en este documento, el término "animal" incluye, entre otros, animales de compafia (por ejemplo,
perros y gatos), animales de zooldgico, animales de granja (por ejemplo, rumiantes, no rumiantes, ganado y aves de
corral), animales salvajes y animales de laboratorio (por ejemplo, roedores, tales como ratas, ratones y conejillos de
Indias, y conejos), y animales que son clonados o modificados genéticamente o de otra forma (por ejemplo,
animales transgénicos).

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente” o la expresion "alrededor de", cuando se usa
junto con un ndmero, se refiere a cualquier nimero dentro del 1, 5 6 10% del numero al que se hace referencia.

Como se usa en este documento, la frase "extremo amino" de NS1 se refiere a los aminoacidos del resto de
aminoacido amino terminal (residuo de aminoacido 1) al resto de aminoacido 115, restos de aminoacidos de 1 a 100,
restos de aminoacidos de 1 a 75, restos de aminoacidos de 1 a 50, restos de aminoacidos de 1 a 25, o restos de
aminoacidos de 1 a 10 de la proteina NS1 viral de la gripe. Las deleciones del extremo amino pueden incluir
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deleciones que consisten en 5, preferiblemente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 73, 75, 80, 85, 90,
95, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 126, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170 6 175 restos de aminoacidos
del extremo amino de NS1.

Como se usa en este documento, la frase "extremo carboxi" de NS1 se refiere a los residuos de aminoacidos del 116
al residuo del aminoacido carboxi terminal, residuos de aminoacidos de 101 al residuo de aminoacido carboxi
terminal, residuos de aminoacidos de 76 al residuo de aminoacido carboxi terminal, residuos de aminoacidos de 51
al residuo del aminoacido carboxi terminal, o residuos de aminoacidos de 26 al residuo de aminoacido carboxi
terminal de la proteina NS1 viral de la gripe equina, cuando el extremo amino de NS1 es del residuo de aminoacido
1 al residuo de aminoacido 115, de los restos de aminoacidos 1 a 100, de los restos de aminoacidos 1 a 75, de los
restos de aminoacidos 1 a 50, o de los restos de aminoacidos 1 a 25, respectivamente, de una proteina NS1 viral de
la gripe. Las deleciones del término carboxi pueden incluir deleciones que consisten en 5, preferiblemente 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 73, 75, 80, 85, 90, 95, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 126, 130, 135,
140, 145, 150, 155, 160, 165, 170 6 175 residuos de aminoacidos del extremo carboxi de NS1.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "enfermedad" y "trastorno" se usan indistintamente para
referirse a una afeccién en un sujeto y abarcan, pero no se limitan a, trastornos proliferativos (por ejemplo, leucemia,
fibrosis, carcinoma (incluidos carcinomas malignos, no malignos, metastasicos y no metastasicos) y linfomas)) e
infecciones por un agente infeccioso (p. €j., un virus, bacteria, parasito) o una afeccion o sintoma asociado con el
mismo.

Como se usa en el presente documento, el término "epitopos" se refiere a sitios, fragmentos o una regiéon de una
molécula (por ejemplo, un polipéptido o una proteina) que tiene actividad antigénica o inmunogénica en un sujeto.
Un epitopo que tiene actividad inmunogénica es un sitio, fragmento o regién de una molécula (por ejemplo,
polipéptido o proteina) que provoca una respuesta de anticuerpos en un sujeto. Un epitopo que tiene actividad
antigénica es un sitio, fragmento o regién de una molécula a la que un anticuerpo se une inmunoespecificamente
segun se determina por cualquier método bien conocido por los expertos en la técnica, por ejemplo, mediante
inmunoensayos.

Como se usa en el presente documento, el término "fragmento” en el contexto de un agente proteico se refiere a un
péptido o polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 2 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos 5 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 10 residuos de aminoacidos contiguos, al
menos 15 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 20 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 25
residuos de aminoacidos contiguos, al menos 40 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 50 residuos de
aminoacidos contiguos, al menos 60 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 70 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos 80 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 90 residuos de aminoacidos contiguos, al
menos 100 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 125 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 150
residuos de aminoacidos contiguos, al menos 175 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 200 residuos de
aminoacidos contiguos, o al menos 250 residuos de aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos de un
péptido, polipéptido o proteina. En una realizacién, un fragmento de una proteina de longitud completa retiene la
actividad de la proteina de longitud completa. En otra realizacion, el fragmento de la proteina de longitud completa
no retiene la actividad de la proteina de longitud completa.

Como se usa en este documento, el término "fragmento" en el contexto de un acido nucleico que codifica un
polipéptido o proteina se refiere a un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico de al menos 2
nucledtidos contiguos, al menos 5 nucledtidos contiguos, al menos 10 nucledtidos contiguos, al menos 15
nucledtidos contiguos, al menos 20 nucledtidos contiguos, al menos 25 nucleétidos contiguos, al menos 30
nucledtidos contiguos, al menos 35 nucledtidos contiguos, al menos 40 nucledtidos contiguos, al menos 50
nucledtidos contiguos, al menos 60 nucleotidos contiguos, al menos 70 nucleédtidos contiguos, al menos 80
nucledtidos contiguos, al menos 90 nucledtidos contiguos, al menos 100 nucledtidos contiguos, al menos 125
nucledtidos contiguos, al menos 150 nucledtidos contiguos, al menos 175 nucleétidos contiguos, al menos 200
nucledtidos contiguos, al menos 250 contiguos nucleétidos, al menos 300 nucledtidos contiguos, al menos 350
nucledtidos contiguos o al menos 380 nucledtidos contiguos de la secuencia de acidos nucleicos que codifica un
péptido, polipéptido o proteina. En una realizacion preferida, un fragmento de un acido nucleico codifica un péptido o
polipéptido que retiene la actividad de la proteina de longitud completa. En otra realizacion, el fragmento de la
proteina de longitud completa no retiene la actividad de la proteina de longitud completa.

La expresion "secuencia heterdloga", como se usa en el presente documento en el contexto de un agente proteico,
se refiere a una molécula que no se encuentra en la naturaleza para asociarse con la cadena principal del virus
quimérico o, en particular, la glucoproteina del virus quimérico. La expresion "secuencia heteréloga" en el contexto
de una secuencia de acido nucleico o molécula de acido nucleico se refiere a una molécula que no se encuentra en
la naturaleza para estar asociada con el genoma de la cadena principal del virus quimérico.

La expresion "se une inmunoespecificamente a un antigeno" y términos analogos, como se usan en el presente
documento, se refieren a moléculas que se unen especificamente a un antigeno y no se unen especificamente a
otra molécula (por ejemplo, anticuerpos especificos de antigeno que incluyen ambos anticuerpos modificados (es
decir, anticuerpos que comprenden un dominio constante de IgG modificado (por ejemplo, IgG1), o fragmento de
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union a FcRn del mismo (por ejemplo, el dominio Fc o dominio bisagra-Fc)) y anticuerpos no modificados (es decir,
anticuerpos que no comprenden un dominio constante de IgG modificado (por ejemplo, IgG1); o fragmento de unién
a FcRn del mismo (por ejemplo, el dominio Fc o el dominio bisagra-Fc)). Las moléculas que se unen
especificamente a un antigeno pueden tener reactividad cruzada con antigenos relacionados. Preferiblemente, una
molécula que se une especificamente a un antigeno no reacciona de forma cruzada con otros antigenos. Una
molécula que se une especificamente a un antigeno puede identificarse, por ejemplo, mediante inmunoensayos,
BlAcore u otras técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Una molécula se une especificamente a un
antigeno cuando se une a dicho antigeno con mayor afinidad que a cualquier antigeno de reaccién cruzada segun
se determina usando técnicas experimentales, tales como radioinmunoensayos (MA) y enzimoinmunoanalisis
(ELISA). Véase, por ejemplo, Paul, ed., 1989, Fundamental Immunology Second Edition, Raven Press, Nueva York
en las paginas 332 - 336, para una discusion con respecto a la especificidad del anticuerpo.

Como se usa en este documento, la expresién "en combinacién" en el contexto de la administraciéon de una o varias
terapias a un sujeto, se refiere al uso de mas de una terapia (por ejemplo, mas de un agente profilactico y/o agente
terapéutico). El uso de la expresion "en combinaciéon" no restringe el orden en que las terapias (p. €j., agentes
profilacticos y/o terapéuticos) se administran a un sujeto (p. €j., un sujeto con una infeccion por el virus de la gripe,
infeccion por NDV o una afeccién o un sintoma asociado con el mismo, o un sujeto con otra infeccion (p. €j., otra
infeccion viral)). Se puede administrar una primera terapia (por ejemplo, un primer agente profilactico o terapéutico)
antes (por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24
horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8
semanas o 12 semanas antes), concomitantemente con, o posterior a (por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30
minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana,
2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas o 12 semanas después) de la
administracion de una segunda terapia (p. €j., un segundo agente profilactico o terapéutico) a un sujeto (p. €j., un
sujeto con una infeccion por el virus de la gripe, una infeccién por NDV o una condicién o sintoma asociado con el
mismo, u otra infeccion (por ejemplo, otra infeccion viral)).

Como se usa en el presente documento, la frase "actividad antagonista de interferon" de un agente proteico se
refiere a una proteina o polipéptido, o fragmento, derivado o analogo del mismo que reduce o inhibe la respuesta
inmune del interferdn celular. En particular, una proteina o polipéptido, o fragmento, derivado o analogo del mismo
(por ejemplo, virus de la gripe NS1) que tiene actividad antagonista de interferén reduce o inhibe la expresion y/o
actividad del interferén. En una realizacion especifica, la frase "actividad antagonista del interferon” se refiere a la
proteina o polipéptido del virus, o fragmento, derivado o analogo del mismo (por ejemplo, una proteina del virus de la
gripe) que reduce o inhibe la respuesta inmune del interferén celular. Una proteina o polipéptido virico con actividad
antagonista de interferén puede afectar preferentemente a la expresion y/o actividad de uno o dos tipos de interferén
(IFN). En una realizacion, la expresion y/o actividad de IFN-a se ve afectada. En ofra realizacion, la expresion y/o
actividad de IFN-(3 se ve afectada. En ofra realizacion especifica, la expresion y/o actividad de IFN-y se ve afectada.
En ciertas realizaciones, la expresion y/o actividad de IFN-a, IFN-$ y/o IFN-y en un huevo o célula embrionados se
reduce aproximadamente de 1 a aproximadamente 100 veces, aproximadamente de 5 a aproximadamente 80
veces, de aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces,
de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces, de aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces, o0 1, 2,
3,4,5,7,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 6 100 veces por un agente proteico con
actividad antagonista de interferon relativa a la expresion y/o actividad de IFN-a, IFN-B, y/o IFN-y en un huevo
embrionado de control o una célula que no expresa o no se pone en contacto con dicho agente proteico como se
mide mediante las técnicas descritas en este documento o conocidas por un experto en la técnica.

Como se usa en este documento, las frases "sistemas deficientes en IFN" o "sustratos deficientes en IFN" se
refieren a sistemas, por ejemplo, células, lineas celulares y animales, tales como ratones, pollos, pavos, conejos,
ratas, caballos, etc., que no producen uno, dos o mas tipos de IFN, o no producen ningun tipo de IFN, o producen
bajos niveles de uno, dos o mas tipos de IFN, o producen bajos niveles de cualquier IFN (es decir, una reduccion en
cualquier expresion de IFN de 5-10%, 10-20%, 20-30%, 30-40%, 40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%, 80-90% o mas
en comparacion con sistemas competentes de IFN bajo las mismas condiciones), no responden o responden de
manera menos eficiente a uno, dos o mas tipos de IFN, o no responden a ningun tipo de IFN, y/o son deficientes en
la actividad de los genes antivirales inducidos por uno, dos o mas tipos de IFN o inducidos por cualquier tipo de IFN.

Como se usa en este documento, los términos "infeccion”, "infeccién por gripe", "infeccion por gripe aviar" e
"infeccion por NDV" se refieren a todas las etapas de un ciclo de vida del virus de la gripe, virus de la gripe aviar,
NDV u otro agente infeccioso (por €j. , otra infeccion viral o bacteriana) en un sujeto (que incluye, pero no se limita a,
la invasion y replicacion del virus de la gripe, virus de la gripe aviar, NDV u otro agente infeccioso en una célula o
tejido corporal), asi como el estado patoldgico resultante de la invasion y la replicacion del virus de la gripe, virus de
la gripe aviar o virus de la enfermedad de Newcastle. La invasion y multiplicacién de un virus de la gripe, virus de la
gripe aviar, NDV u otro agente infeccioso incluye, pero no se limita a, los siguientes pasos: el acoplamiento de los
virus (p. €j., el virus de la gripe, virus de la gripe aviar o particulas NDV) a una célula, la fusiéon de un virus con una
membrana celular, la introduccion de informacién genética viral en una célula, la expresion de proteinas virales (p.
€j., proteinas del virus de la gripe, virus de la gripe aviar o NDV), la produccion de nuevas particulas virales (es decir,
particulas del virus de la gripe, virus de la gripe aviar o NDV) y la liberacion del virus (por ejemplo, particulas del
virus de la gripe, virus de la gripe aviar o NDV) de una célula. Una infeccion respiratoria (por ejemplo, un virus de la
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gripe o infeccion por NDV) puede ser una infeccion del tracto respiratorio superior (URI), una infeccion del tracto
respiratorio inferior (LRI), o una combinaciéon de las mismas. En realizaciones especificas, la infeccion es una
infeccion secundaria (por ejemplo, neumonia secundaria) que se manifiesta después del inicio de la infeccion
primaria (por ejemplo, neumonia viral). Las infecciones secundarias surgen debido a la infeccion primaria o a un
sintoma o afeccion asociada que predisponen al sujeto infectado a una infeccién secundaria de este tipo. En
realizaciones especificas, el estado patoldgico resultante de la invasion y replicacion de un virus de la gripe, virus de
la gripe aviar o NDV es un virus de la gripe agudo, virus de la gripe aviar o enfermedad de NDV. Las etapas agudas
de las infecciones respiratorias pueden manifestarse como neumonia y/o bronquiolitis, donde tales sintomas pueden
incluir hipoxia, apnea, dificultad respiratoria, respiracion rapida, sibilancias, cianosis, etc. La etapa aguda de las
infecciones respiratorias (por ejemplo, infecciones por virus de la gripe y NDV) requiere que un individuo afectado
obtenga intervencion médica, tal como hospitalizacion, administracion de oxigeno, intubacion y/o ventilacion.

Como se usa en el presente documento, el término "aislado", en el contexto de los virus, se refiere a un virus que se
deriva de un Unico virus parental. Se puede aislar un virus usando métodos de rutina conocidos por los expertos en
la técnica que incluyen, pero no se limitan a, los basados en la purificacion de placas y la dilucion limitante.

Como se usa en este documento, el término "aislado", en el contexto de moléculas de acido nucleico, se refiere a
una molécula de acido nucleico que esta separada de otras moléculas de acido nucleico que estan presentes en la
fuente natural de la molécula de acido nucleico. Ademas, una molécula de acido nucleico "aislada", tal como una
molécula de ADNc, puede estar sustancialmente libre de otro material celular, o medio de cultivo cuando se produce
por técnicas recombinantes, o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se
sintetiza quimicamente. En una realizaciéon preferida, se aisla una molécula de acido nucleico que codifica una
proteina viral.

Como se usa en este documento, los términos "controlar", "controlando" y "gestion" se refieren a los efectos
beneficiosos que un sujeto deriva de una terapia (por ejemplo, un agente profilactico o terapéutico), que no da como
resultado una cura de la enfermedad (por ejemplo, infeccién). En ciertas realizaciones, a un sujeto se le administran
una o mas terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos, tales como un anticuerpo descrito en este
documento) para "controlar" una infeccion por virus de la gripe, virus de la gripe aviar o infeccion por NDV o una
infeccion con otro agente infeccioso, uno o mas sintomas de los mismos, o una afeccion asociada, potenciada, o con
potenciacion de una infeccion por el virus de la gripe o infeccion por NDV o infeccién con otro agente infeccioso,
para prevenir la progresion o el empeoramiento de la infeccion.

Como se usa en este documento, la frase "multiplicidad de infeccién" o "MOI" es el nimero promedio de virus por
célula infectada. La MOI se determina dividiendo la cantidad de virus afiadidos (ml agregado x Pfu) por el nimero de
células agregadas (ml agregado x células/ml).

Como se usa en el presente documento, la frase "gen NS1" se refiere al gen que codifica la proteina no estructural
(NS1) en la gripe. NS1 es una de las ocho moléculas codificadas por el genoma segmentado de la gripe A y otro
virus. Un "producto génico NS1" se refiere a un producto génico (por ejemplo, un ARN o proteina) codificado por un
gen NS1. En el caso de una proteina, el producto del gen NS1 es de longitud completa y tiene actividad NS1 de tipo
salvaje (p. gj., de la cepa A/IWSN/33).

Como se usa en este documento, las expresiones "acidos nucleicos”, "secuencias de nucleétidos" y "moléculas de
acido nucleico" incluyen moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN gendmico), moléculas de ARN (por ejemplo,
ARNm), combinaciones de moléculas de ADN y ARN o moléculas hibridas de ADN/ARN y analogos de moléculas de
ADN o ARN. Dichos analogos pueden generarse usando, por ejemplo, analogos de nucledtidos, que incluyen, pero
no se limitan a, bases de inosina o tritiladas. Dichos analogos también pueden comprender moléculas de ADN o
ARN que comprenden esqueletos modificados que otorgan atributos beneficiosos a las moléculas tales como, por
ejemplo, resistencia a las nucleasas o una capacidad incrementada para atravesar las membranas celulares. Los
acidos nucleicos o secuencias de nucleétidos pueden ser monocatenarios, bicatenarios, pueden contener porciones
monocatenarias y bicatenarias, y pueden contener porciones de triple cadena, pero preferiblemente son ADN de
doble cadena.

Como se usa en el presente documento, los términos "prevenir”, "previniendo" y "prevencion" se refieren a la
prevencion de la recurrencia o aparicion, o una reduccion en uno o mas sintomas de una enfermedad (por ejemplo,
infeccion viral u otra enfermedad infecciosa) en un sujeto como resultado de la administracion de una terapia (p. €j.,
un agente profilactico o terapéutico). Por ejemplo, en el contexto de la administracién de una terapia a un sujeto para
una infeccion, "prevenir", "previniendo" y "prevencion" se refieren a la inhibicién o reduccion en el desarrollo o
aparicion de una infeccion (p. €j., una infeccion por el virus de la gripe, una infeccion por NDV o una afeccion
asociada a ella o una infeccion distinta de una infeccion por el virus de la gripe o NDV o una afeccidon asociada a
ella), o la prevencioén de la recurrencia, aparicion o desarrollo de uno o mas sintomas de una infeccion (p. €j. , una
infeccion por el virus de la gripe, una infeccién por NDV o una afeccidon asociada a ella o una infeccion distinta de
una infeccién por el virus de la gripe, una infeccion por NDV o una afeccion asociada a ella) en un sujeto como
resultado de la administracion de una terapia (p. €j., agente profilactico o terapéutico), o la administracion de una
combinacién de terapias (por ejemplo, una combinacion de agentes profilacticos o terapéuticos).
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Como se usa en el presente documento, la expresion "antigeno protector" en el contexto de un agente infeccioso
incluye cualquier molécula que es capaz de provocar una respuesta inmune protectora cuando se administra a un
sujeto, cuya respuesta inmune esta dirigida contra el agente infeccioso.

Como se usa en este documento, las expresiones "agente profilactico" y "agentes profilacticos" se refieren a
cualquier agente(s) que puede usarse en la prevencion de una enfermedad (por ejemplo, una infeccion) o un
sintoma de la misma (por ejemplo, una infeccion por el virus de la gripe, una infeccion por NDV o una afeccién o
sintoma asociado a la misma, o una infeccidon que no sea de un virus de la gripe de una infeccion por NDV o una
afeccion o sintoma asociado a la misma). Preferiblemente, un agente profilactico es un agente que se sabe que es
util, se ha usado o se esta usando actualmente para prevenir o impedir el inicio, desarrollo, progresion y/o gravedad
de una enfermedad o un sintoma de la misma (por ejemplo, una infecciéon o una condicidon o un sintoma asociado
con la misma).

Como se usa en el presente documento, el término "purificado”, en el contexto de los virus, se refiere a un virus que
esta sustancialmente libre de material celular y medios de cultivo de la fuente celular o tisular de la que deriva el
virus. El lenguaje "sustancialmente libre de material celular" incluye preparaciones de virus en las que el virus se
separa de los componentes celulares de las células a partir de las cuales se aisla o se produce de forma
recombinante. Por lo tanto, el virus que esta sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de
proteinas que tienen menos de aproximadamente 30%, 20%, 10% o 5% (en peso seco) de proteina celular (también
referida en este documento como una "proteina contaminante"). El virus también esta sustancialmente libre de
medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos de aproximadamente el 20%, 10% o 5% del
volumen de la preparacion del virus. Un virus puede purificarse usando métodos de rutina conocidos por los
expertos en la materia, que incluyen, pero no se limitan a, cromatografia y centrifugacion.

Como se usa en el presente documento, los términos "sujeto” o "paciente" se usan indistintamente. Como se usa en
el presente documento, los términos "sujeto” y "sujetos" se refieren a un animal (por ejemplo, aves, reptiles y
mamiferos). En algunas realizaciones, el sujeto es un mamifero incluyendo un no primate (por ejemplo, un camello,
burro, cebra, vaca, caballo, caballo, gato, perro, rata y ratén) y un primate (por ejemplo, un mono, chimpancé, y un
ser humano). En algunas realizaciones, el sujeto es un mamifero no humano. En otras realizaciones, el sujeto es un
ser humano. En ciertas realizaciones, el mamifero (por ejemplo, el ser humano) tiene de 0 a 6 meses de edad, de 6
a 12 meses, de 1 a 5 afios, de 5 a 10 anos, de 10 a 15 afos, de 15 a 20 anos, de 20 a 25 afios, de 25 a 30 anos, de
30 a 35 anos, de 35 a 40 anos, de 40 a 45 anos, de 45 a 50 anos, de 50 a 55 anos, de 55 a 60 anos, de 60 a 65
anos edad, de 65 a 70 afios, de 70 a 75 afnos, de 75 a 80 anos, de 80 a 85 anos, de 85 a 90 afnos, de 90 a 95 afos o
de 95 a 100 afios. En una realizacion especifica, el sujeto o paciente es aviano. En ciertas realizaciones, el ave tiene
entre 0 y 3 meses, de 3 a 6 meses, de 6 a 9 meses, de 9 a 12 meses, de 12 a 15 meses, de 15 a 18 meses o de 18
a 24 meses.

Como se usa en el presente documento, el término "sinérgico” en el contexto de la administracion o el resultado o
terapias, se refiere a una combinacion de terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) que es mas
eficaz que los efectos aditivos de dos o mas terapias individuales (por ejemplo, uno o0 mas agentes profilacticos o
terapéuticos). Un efecto sinérgico de una combinacion de terapias (por ejemplo, una combinacidon de agentes
profilacticos o terapéuticos) permite el uso de dosis mas bajas de una o mas terapias (por ejemplo, uno 0o mas
agentes profilacticos o terapéuticos) y/o la administraciéon menos frecuente de dichas terapias a un sujeto con una
enfermedad (por ejemplo, una infeccion por el virus de la gripe, una infeccion por NDV o una condicion o sintoma
asociado con ella, o una infeccion diferente a una infeccién por el virus de la gripe, infeccién por NDV o una
condiciéon o sintoma asociado a la misma). La capacidad de utilizar dosis mas bajas de terapias (por ejemplo,
agentes profilacticos o terapéuticos) y/o administrar dichas terapias con menor frecuencia reduce la toxicidad
asociada con la administracion de dichas terapias a un sujeto sin reducir la eficacia de dichas terapias en la
prevencion o tratamiento de una enfermedad (p. ej., una infeccion por el virus de la gripe o una afeccion o sintoma
asociado con ella, o una infeccion distinta de una infeccidn por el virus de la gripe, infeccion por NDV o una afeccion
o sintoma asociado a la misma). Ademas, un efecto sinérgico puede dar como resultado una eficacia mejorada de
terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) en la prevencion, control o tratamiento de una
enfermedad (por ejemplo, una infeccion por el virus de la gripe, una infecciéon por NDV o una condicién o sintomas
asociados a ella, o una infeccién que no sea una infeccion por el virus de la gripe, una infeccion por NDV o una
afeccion o sintoma asociado a ella). Finalmente, el efecto sinérgico de una combinacion de terapias (por ejemplo,
agentes profilacticos o terapéuticos) puede evitar o reducir los efectos secundarios adversos o no deseados
asociados con el uso de cualquier terapia individual.

Como se usa en el presente documento, los términos "terapias" y "terapia" pueden referirse a cualquier protocolo(s),
método(s) y/o agente(s) que se pueden usar en la prevencion, tratamiento, control o mejora de una enfermedad (por
ejemplo, cancer, una infeccion por el virus de la gripe, una infeccién por NDV o una afeccién o sintoma asociado con
ella, o una infeccion distinta de una infeccion por el virus de la gripe, o infeccion por NDV o una afeccién o sintoma
asociado a ella). En ciertas realizaciones, los términos "terapias" y "terapia" se refieren a la terapia bioldgica, terapia
de apoyo y/u otras terapias Utiles en el tratamiento, control, prevencién o mejora de una enfermedad, una infeccién o
una afeccion o sintoma asociado a la misma, conocidos por los expertos en la técnica.
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Como se usa en el presente documento, las expresiones "agente terapéutico" y "agentes terapéuticos" se refieren a
cualquier agente(s) que pueden usarse en la prevencion, tratamiento, control o mejora de una enfermedad (por
ejemplo, una infeccién o un sintoma de la misma (por ejemplo, una infeccién por gripe, una infeccion por NDV o una
afeccion o sintomas asociados con ella, una infeccion que no sea una infeccién por el virus de la gripe, infeccion por
NDV o una afeccion o sintoma asociado a ella)). Preferiblemente, un agente terapéutico es un agente que se sabe
que es Util, o se ha usado o se usa actualmente para la prevencion, el tratamiento, el control o la mejora de una
enfermedad o sintoma asociado (p. €j., una infecciéon por gripe, infeccion por NDV o una afeccidon o sintoma
asociado con la misma, una infeccion distinta de una infeccion por el virus de la gripe, infeccién por NDV o una
afeccion o sintoma asociado a la misma).

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar", "tratamiento" y "tratando", en el contexto de la
administracion de una terapia a un sujeto para una enfermedad, se refieren a la erradicacion, reducciéon o mejora de
los sintomas de dicha enfermedad. Con respecto a las infecciones (por ejemplo, virus de la gripe o virus NDV), el
tratamiento se refiere a la erradicacion o control de la replicaciéon de un agente infeccioso (por ejemplo, un virus), la
reduccion en el nimero de un agente infeccioso (por ejemplo, la reduccién en el titulo del virus), la reduccion o
mejora de la progresion, severidad y/o duracion de una infeccién (por ejemplo, una infeccién por gripe, infecciéon por
NDV o una condicion o sintomas asociados a ella, una infeccién distinta de una infeccién por el virus de la gripe,
Infeccion por NDV o una afeccion o sintoma asociado a la misma), o la mejora de uno o mas sintomas que resultan
de la administracion de una o mas terapias (que incluyen, pero no se limitan a, la administracion de uno o mas
agentes profilacticos o terapéuticos). Con respecto al cancer, el tratamiento se refiere a la erradicacion, eliminacion,
modificacion o control del tejido del cancer primario, regional o metastasico que resulta de la administracién de uno o
mas agentes terapéuticos descritos en este documento. En ciertos aspectos, dichos términos se refieren a minimizar
o retrasar la diseminacion del cancer que resulta de la administracion de uno o mas agentes terapéuticos descritos
en este documento a un sujeto con dicha enfermedad. En otros aspectos, tales términos se refieren a la eliminacion
de las células que causan las enfermedades.

4. Descripcion de las figuras
FIG. 1. Representacién esquematica de una construccion hibrida NAf-HN

La construccion codifica nucledtidos de la region 3' no codificante del ARNv de WSN NA, la regién codificante de NA
correspondiente a la cola citoplasmatica y los dominios transmembrana de la proteina NA mas el primer aminoacido
del ectodominio NA, la regiéon codificante de la proteina NDV B1 HN (solo ectodominio), dos codones de parada
secuenciales, los nucledtidos no traducidos del marco de lectura WSN NA y la regién 5' no codificante del ARNv de
WSN.

FIG. 2. Representacién esquematica de la alteracion en la secuencia de aminoacidos polibasicos de HA

La secuencia de nucledtidos identificada como H5N1 HA representa los nucleétidos 1013-1045 (SEQ ID NO: 13,
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 14) del marco de lectura abierto de la glicoproteina de superficie HA de
Gripe A/Vietnam/1203/04 (H5N1). Los nucledtidos 1026-1038 se reemplazaron por la citosina de nucleétido unico
usando PCR de excision y mutagénesis dirigida que daba como resultado la secuencia de nucleétidos de HA
avirulenta (SEQ ID NO: 15, secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 16). El cambio de secuencia corresponde al
reemplazo de la secuencia polibasica de 5 aminoacidos con el Unico aminoacido treonina.

FIG. 3. Representacién esquematica de la alteracion en la secuencia de acido nucleico de HA

La secuencia identificada como HA avirulenta representa los nucleétidos 1013-1033 del marco de lectura abierto de
una glucoproteina de superficie HA basada en secuencias consenso de las proteinas HA de la Gripe
A/Vietnam/1203/04 (H5N1) (SEQ ID NO: 15; secuencia de aminoacido SEQ ID NO: 16). Los residuos de adenosina
subrayados se reemplazaron de forma tal que las mutaciones fueron sindbnimos dando como resultado la secuencia
de nucledtidos SEQ ID NO: 17 y la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 16.

FIG. 4A-D. Esquema de mutantes de truncamiento pPol1VN1203 NS

A. La region de codificacion del segmento del gen NS de H5N1 es de 833 nucledtidos. B. La construccion
pPol1VN1203 NS1-126 tiene una delecion en el gen NS de los nucledtidos 379-456 de la region codificante, la
insercion de 3 codones de terminacion y un sitio de restriccion Bglll. C. La construccion pPol1VN1203 NS1-99 tiene
una delecion en el gen NS de los nucledtidos 298-456 de la region codificante, la insercion de 4 codones de
terminacion, un sitio de restriccion Bglll y un sitio de restriccion Pacl. D. La construccion pPol1VN1203 NS1-73 tiene
una delecion en el gen NS de los nucledtidos 219-456 de la region codificante, la insercion de 4 codones de
terminacion, un sitio de restriccion Bglll y un sitio de restriccion Pacl.

FIG. 5. Esquema de pNDV/B1

La secuencia representada esta flanqueada en el extremo 3' por un promotor T7 y en el extremo 5' por una ribozima
HDV y un terminador T7. El sitio de insercion entre los genes P y M comprende un sitio de restriccion Xbal unico.
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FIG. 6. Analisis de transferencia Western de la expresion de KGFR en virus de rNDV quiméricos

Los virus quiméricos rNDV (carril 1), INDV-KGFR (carril 2) y INDV-KGFR/F-CT (carril 3) se cultivaron en huevos de
pollo embrionados de 10 dias. Los virus purificados se sometieron a analisis de transferencia Western usando un
anti-KGFR murino y un HRPO anti-ratén como los anticuerpos primario y secundario, respectivamente.

FIG. 7. Analisis de transferencia Western de la expresion de H7 HA en virus quiméricos rNDV

Los virus quiméricos rNDV (carril 1), INDV-KGFR (carril 2) y rNDV-KGFR/F-CT (carril 3) se cultivaron en huevos de
pollo embrionados de 10 dias. Los virus purificados se sometieron a analisis de transferencia Western usando un
anti-KGFR murino y un HRPO anti-ratén como los anticuerpos primario y secundario, respectivamente.

FIG. 8. Modificacién del sitio de escision de la proteina F de rINDV

A: Representacion esquematica del genoma de rNDV/B1 con dos o tres cambios de aminoacidos en el sitio de
escision de sus proteinas F. El enlace peptidico que se escinde en la proteina F se indica con una barra oblicua. B:
Formacion de sincitios en células CEF infectadas por rNDV con proteinas F modificadas. Las células CEF infectaron
una multiplicidad de infeccién de 0,001, con los virus rNDV/B1, rNDV/F2aa y rNDV/F3aa. La diseminacion viral se
control6 cada 24 horas mediante un ensayo de inmunofluorescencia.

FIG. 9. Construccion y caracterizacion del vector fusogénico rNDV que expresa la proteina HPAI H7 HA.

A: Representacion esquematica de la construccion de ADNc de H7 quimérica rNDV/F3aa, con las secuencias de
GE/GS, Kozak y H7 HA parcial presentadas (SEQ ID NO: 36). B: Comparacion de la cinética de crecimiento viral,
Log TCID vs Tiempo después de la inoculacion (horas). Cuadrado, rNDV/B1; triangulo, rNDV/F3aa; asterisco en
negrita, rINDV/B1-H7; asterisco, rNDV/F3aa-quiméricoH7. C: Expresion de la proteina WT H7 HA o la proteina H7
HA quimérica en células infectadas con rNDV. Carril 1, simulacro infectado; carril 2, rINDV/F3aa; carril 3, NDV/B1-
H7; carril 4, rINDV/F3aa-quimérico H7. Fila 1 a-aviar H7; fila 2, a-NDV. D: La incorporacion de la proteina H7 HA
quimérica en viriones de rNDV aumenté en comparacion con la de la proteina WT H7 HA. Carril 1, rNDV/B1-H7;
rNDV/F3aa-quiméricoH7. Fila 1 a-aviar H7; fila 2, a-NDV.

5. Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona virus quiméricos de la enfermedad de Newcastle (NDV), que comprenden un
genoma empaquetado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina HN-fusion que tiene
los dominios transmembrana y citoplasmatico de una proteina HN y al menos un epitopo de un ectodominio de un
antigeno protector de un agente infeccioso o un antigeno asociado con una enfermedad que esta anclado por el
extremo N-terminal, de manera que la proteina HN-fusién se expresa y se incorpora en el NDV quimérico, en donde
el antigeno no se deriva de un paramixovirus, y en el que la funcién de la proteina HN es suministrada por la
proteina HN-fusién o por la proteina HN nativa.

En una realizacion, el NDV quimérico de la presente invencion tiene un genoma que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina HN, de modo que la proteina HN se expresa e incorpora en el NDV quimérico.

En otra realizacién del NDV quimérico de la presente invencion, la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
de fusion HN reemplaza la secuencia de nucleotidos que codifica la proteina HN de NDV y la proteina de HN-fusion
suministra la funcién de la proteina HN.

En algunas realizaciones, el antigeno del NDV quimérico de la presente invencién es un antigeno viral, un antigeno
bacteriano, un antigeno protector asociado con un parasito o un antigeno fungico; preferiblemente en el que el
antigeno viral es un antigeno de adenoviridae, herpesviridae, leviviridae, poxviridae, picornaviridae, papovaviridae,
reoviridae, retroviridae, flaviridae, togaviridae, hepadnaviridae, rhabdoviridae, arenaviridae, o coronaviridae;
preferiblemente en el que el antigeno bacteriano es un antigeno de bacterias de la familia Aquaspirillum, familia
Azospirillum, familia Azotobacteraceae, familia Bacteroidaceae, especies de Bartonella, familia Bdellovibrio, especies
Campylibacter, especies de Chlamydia, Clostridium, la familia Enterobacteriaceae, familia Gardinella, Haemophilus
influenzae, familia Halobacteriaceae, Familia Helicobacter, familia Legionallaceae, especie Listeria, familia
Methylacoccacea, familia Neisseriaceae, familia Oceanospririllum, familia Pasteurellaceae, especie Pneumococcus,
especie Pseudomonas, familia Rhizobiaceae, familia Spirillum, familia Spirosomaceae, familia Staphylococcus,
Streptococcus, Yersinia o familia Vampirovibrio; preferiblemente en donde el antigeno protector asociado con un
parasito es un antigeno de una ameba, un parasito de la malaria, Plasmodium o Trypanosoma cruzi; y
preferiblemente en el que el antigeno fungico es un antigeno de hongos de especies de Absidia, especies de
Aspergillus, Ascomyceles, Basidiomycetes, Basidibolus ranarum, Blastomyces dermatitidis, especies de Candida,
Coccidioides immitis, especies de Conidiobolus, Cryptococcus neoformans, especies de Cunninghamella,
dermatofitos, Deuteromicetes, Histoplasma capsulatum, Microsporum gypseum, Mucor pusillus, Oomycetes,
Paracoccidioides brasiliensis, Pseudallescheria boydii, Rhinosporidium seeberi, Pneumocystis carinii, especies de
Rhizopus, especies de Saccharomyces, Sporothrix schenckii, 0 Zygomycetes.
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En otra realizacién o en otras realizaciones adicionales del NDV quimérico de la presente invencion: (a) la secuencia
que codifica la proteina HN-fusion se inserta entre los genes P y M del genoma de NDV; (b) los dominios
transmembrana y citoplasmatico de la proteina HN-fusion son de la cepa LaSota de NDV; y/o (c) la proteina HN se
modifica genéticamente en el sitio de corte para incrementar la actividad fusogénica, preferiblemente en la que el
sitio de corte de la proteina HN se reemplaza con un sitio de corte multibasico.

En ofra realizacion o en otras realizaciones adicionales del NDV quimérico de la presente invencion: (a) la proteina
HN-fusion o bien no contiene ningun resto aminoacido del ectodominio de la proteina HN, o bien contiene un
fragmento del ectodominio de la proteina HN que no retiene la actividad del ectodominio de la proteina HN; o (b) la
proteina HN-fusion comprende entre 1 y 15 restos del ectodominio de una proteina HN de NDV que estan
inmediatamente adyacentes al dominio transmembrana de la proteina HN.

En otra realizacién o en otras realizaciones adicionales, el NDV quimérico de la presente invencion esta atenuado.
En otra realizacion o en otra realizacion adicional del NDV quimérico de la presente invencion, el antigeno es el
ectodominio de un antigeno de neuraminidasa de un virus de la gripe. En una realizacién, dicho virus de la gripe es
un virus de la gripe aviar. En otra realizacion o en otra realizaciéon adicional del NDV quimérico de la presente
invencion, el agente infeccioso es un patégeno infeccioso. En una realizacion, la cadena principal del NDV quimérico
es la cepa LaSota de NDV.

La presente invencion también proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden el NDV quimérico de la
presente invencion.

Ademas, se proporcionan los NDV quiméricos de la presente invencion o las composiciones inmunogénicas de la
presente invencion para usar en un método para inducir una respuesta inmune a NDV y un agente infeccioso o
enfermedad asociada con el antigeno de la proteina de fusién HN en un ave, o para usar en la inducciéon de una
respuesta inmune a un agente infeccioso o enfermedad asociada con el antigeno de la proteina de fusion HN en un
ave o un ser humano.

Por lo tanto, la presente invencién también proporciona usos de los NDV quiméricos de la presente invencion en la
preparacion de un medicamento para inducir una respuesta inmune a NDV y un agente infeccioso o enfermedad
asociada con el antigeno de la proteina de fusién HN en un ave, o para inducir una respuesta inmune a un agente
infeccioso o una enfermedad asociada con el antigeno de la proteina de fusiéon HN en un ave o un ser humano.

Ademas, se proporcionan NDV quiméricos de la presente invencion o composiciones inmunogénicas de la presente
invencion para su uso en un método para prevenir o tratar una enfermedad en un ser humano o en un ave, en donde
la enfermedad esta asociada con el antigeno de la proteina de fusion HN.

En consecuencia, la presente invencién también proporciona los usos de los NDV quiméricos de la presente
invencion en la preparacion de un medicamento para prevenir o tratar una enfermedad en un ser humano o en un
ave, en donde la enfermedad esta asociada con el antigeno de la proteina de fusién HN.

La presente invencion también proporciona métodos para producir una formulaciéon inmunogénica, comprendiendo el
método (a) propagar el NDV quimérico de la presente invencién en un huevo embrionado o en una linea celular que
es susceptible a una infeccion por NDV; y (b) recoger el virus progenie; en el que el virus se desarrolla en cantidades
suficientes y en condiciones suficientes para que el virus esté libre de contaminacién, de manera que la progenie del
virus sea adecuada para su uso en una formulacién inmunogénica.

La presente invencion proporciona moléculas de ADN recombinante que codifican el NDV quimérico de la presente
invencion.

Se describen en este documento virus de ARN de cadena negativa quiméricos disefiados para expresar proteinas
de fusion que incorporan al virién, métodos para producir tales virus quiméricos y el uso de tales virus, por ejemplo
como inmunoégenos en formulaciones inmunogénicas o en ensayos in vitro. Los virus quimeéricos descritos en este
documento se caracterizan por mostrar, en la superficie del viridon, no solo antigenos asociados con el virus sino
también la proteina de fusion.

Los virus que se pueden disefiar de acuerdo con los métodos descritos en este documento pueden ser cualquier
virus envuelto. En un aspecto especifico, los virus que pueden modificarse por ingenieria segun los métodos
descritos en este documento tienen genomas segmentados o no segmentados, genomas monocatenarios o
bicatenarios, y expresan al menos una glucoproteina esencial (por ejemplo, NA, HA, HN o F) que se incorpora en la
envoltura virial. Los virus para su uso de acuerdo con los métodos descritos en este documento pueden
seleccionarse de cepas de origen natural, variantes o mutantes; virus mutagenizados (por ejemplo, por exposicion a
irradiacion UV, mutagenos y/o pases); reagrupados (para virus con genomas segmentados); y/o virus genéticamente
modificados. Por ejemplo, los virus mutantes pueden generarse por variacion natural, exposicion a irradiacion UV,
exposicién a mutagenos quimicos, pases en huéspedes no permisivos, por reasignacion (es decir, por coinfeccion
de un virus segmentado atenuado con otra cepa que tiene los antigenos deseados), y/o mediante ingenieria
genética (por ejemplo, usando "genética inversa"). Los ejemplos no limitantes de virus con genomas segmentados
para su uso de acuerdo con los métodos de la invencién incluyen virus de la familia ortomixoviridae (por ejemplo,
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virus de la gripe), bunyaviridae (por ejemplo, Bunyamwera), reoviridae y arenaviridae (por ejemplo, fiebre de Lassa).
Los ejemplos no limitantes de virus con genomas no segmentados para su uso de acuerdo con los métodos
descritos en este documento incluyen coronaviridae (por ejemplo, virus corona humano (SARS)), hepadnaviridae
(por ejemplo, virus de la hepatitis A, B o C), herpesviridae (por ejemplo, virus del herpes simple), poxviridae (por
ejemplo, viruela), rhabdoviridae (por ejemplo, virus de la estomatitis vesicular (VSV), virus Sendai y rabia),
paramyxoviridae (p. ej., sarampion y virus respiratorio sincitial) y filoviridae (virus Marburg y Ebola). En ciertos
aspectos, el virus segmentado es el virus de la gripe. En otras realizaciones, el virus no segmentado es NDV.

En ciertas realizaciones, los virus seleccionados para su uso en la invencion estan atenuados y/o tienen una
actividad antagonista de IFN defectuosa; es decir, son infecciosos y pueden replicarse in vivo, pero solo generan
titulos bajos que dan como resultado niveles subclinicos de infeccion que no son patégenos. Los virus pueden
atenuarse mediante cualquier método conocido en la técnica y/o ejemplificado en la presente, por ejemplo,
modificando el virus para que comprenda una mutacion en el gen NS1 o comprender una modificacién en la
secuencia de aminoacidos polibasicos antes del sitio de escision en la proteina HA . Dichos virus atenuados
disefiados de acuerdo con la presente descripcidon son, por lo tanto, candidatos ideales para las formulaciones
inmunogénicas, por ejemplo, vacunas de virus vivos. Cuando se administran a un sujeto, los virus quiméricos
atenuados de la descripcion son capaces de generar una respuesta inmune y provocar inmunidad tanto para el virus
como para la proteina de fusién o no nativa. En algunas realizaciones, la proteina no nativa se deriva de un
patégeno. Por extension, la administracion de dicho virus quimérico a un sujeto genera una respuesta inmune y/o
inmunidad a dicho patégeno ademas del virus.

La invencion también se refiere de forma general al uso del virus NDV quimérico de la invencion en composiciones
(por ejemplo, formulaciones inmunogénicas) para humanos o animales (por ejemplo, aves). En particular, los virus
quiméricos que se atentan pueden usarse como vacunas contra una amplia gama de virus y/o enfermedades.
Debido a que el virus quimérico esta disefiado para expresar secuencias de genes heterélogos como epitopos
extrafios en el virién, las composiciones que comprenden un virus NDV quimérico de la invencion (p. €j.,
formulaciones de vacunas) pueden disefarse para la inmunizacién contra variantes de cepas multiples, diferentes
virus o contra agentes infecciosos completamente diferentes o antigenos de enfermedades (por ejemplo, bacterias,
parasitos, hongos o antigenos especificos de tumores) a partir de los cuales se derivan las secuencias de genes
heterdlogos. Se pueden usar muchos métodos para introducir las formulaciones de virus vivos atenuados a un sujeto
humano o animal para inducir una respuesta inmune o de citocina apropiada. Estos incluyen, pero no se limitan a,
rutas intranasal, intratraqueal, oral, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa y subcutanea.

5.1 Virus quimérico de la gripe
5.1.1 Virus quimérico de la gripe aviar que comprende una proteina de fusién incorporada en su virion

La presente descripcion abarca el disefio de un virus de la gripe aviar de tal manera que una proteina de fusion esta
codificada por el genoma y, cuando se expresa, se incorpora en el virién. Cualquier tipo, subtipo o cepa del virus de
la gripe aviar que pueda manipularse genéticamente para expresar e incorporar la proteina de fusion en el virién de
la gripe aviar puede seleccionarse y utilizarse de acuerdo con la descripcion, incluidas, entre otras, cepas naturales,
variantes o mutantes, virus mutagenizados, recombinados y/o virus genéticamente modificados. En un aspecto, los
virus de la gripe aviar pueden no ser virus naturales. En otro aspecto, los virus de la gripe aviar pueden ser virus
genéticamente modificados. Los ejemplos no limitantes de virus de la gripe aviar incluyen los subtipos de Gripe A
H5N1, HBN2, H7N3, HON2 y H10N?7.

La manipulacion genética del virus de la gripe requiere el disefio de al menos uno de los ocho segmentos de ARN
viral que comprenden el genoma viral. La mutagénesis del genoma puede lograrse mediante técnicas de "ingenieria
inversa" (ver seccion 5.4). Sin embargo, la plasticidad del genoma de la gripe esta limitada tanto en la cantidad de
segmentos como en la longitud de los segmentos que pueden integrarse de manera estable en el virus. La
estabilidad general de los insertos largos es desconocida y los segmentos que comprenden dichos insertos, o partes
de los mismos, pueden perderse debido a la variedad viral después de algunas generaciones. Por lo tanto el virus de
la gripe aviar puede modificarse por ingenieria genética de manera que una de sus dos proteinas superficiales
principales se reemplace por una proteina de fusion.

Por consiguiente, se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico que comprende al menos una
proteina de fusién que comprende un ectodominio (ED) de una proteina de un agente infeccioso distinto de un virus
de la gripe y los dominios citoplasmatico (CT) y transmembrana (TM) o el dominio transmembrana (TM) de al menos
una glucoproteina esencial del virus de la gripe, en donde la al menos una proteina de fusion reemplaza
funcionalmente al menos una glucoproteina esencial del virus de la gripe aviar. En otras palabras, el virus de la gripe
aviar sirve como la "estructura" que esta disefiada para expresar e incorporar en su virion la proteina de fusiéon en
lugar de una glucoproteina esencial del virus de la gripe aviar. La inclusiéon de los dominios TM y CT o dominio TM
de una glucoproteina del virus de la gripe correspondiente a la glicoproteina del virus de la gripe aviar esencial
reemplazada funcionalmente por la proteina de fusién permite que la proteina de fusién se incorpore al virion del
virus de la gripe aviar. Los dominios TM y CT o el dominio TM de la proteina de fusién pueden corresponder o
derivarse de cualquier virus de la gripe que permita que la proteina de fusidn se incorpore en el virién de la cadena
principal del virus de la gripe aviar.
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En ciertos aspectos, los dominios TM y CT o el dominio TM de la proteina de fusién corresponden a los dominios TM
y CT o al dominio TM de un tipo, subtipo o cepa diferente del virus de la gripe aviar que el virus de la gripe aviar
estructural. En otros aspectos, los dominios TM y CT o el dominio TM de la proteina de fusién corresponden a los
dominios TM y CT o al dominio TM de un virus de la gripe distinto de un virus de la gripe aviar. En otros aspectos,
los dominios TM y CT o el dominio TM de la proteina de fusion corresponden a los dominios TM y CT o al dominio
TM de la estructura del virus de la gripe aviar.

El virion de la gripe aviar comprende dos glicoproteinas principales de superficie, hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (N), que comprenden un dominio citoplasmatico, un dominio transmembrana y un ectodominio. Por
consiguiente, en ciertos aspectos de la descripcion, los dominios TM y CT de la proteina de fusién corresponden a
los dominios TM y CT de una proteina HA o una proteina NA de un virus de la gripe. Dado que el dominio CT de HA
o NA puede no ser necesario para la incorporacion de la proteina de fusion en el virion del virus de la gripe aviar, la
proteina de fusion, en algunos aspectos, esta disefiada para contener solo el dominio TM de HA o NA. Por ejemplo,
se ha demostrado que el dominio de CT de NA es innecesario para el empaquetado adecuado de esta proteina en
envueltas virales de gripe A (Garcia-Sastre et al., 1995, Virus Res. 37: 37-47). Por lo tanto, cuando se usan dominios
estructurales correspondientes a los de una proteina de NA en la creacion de la proteina de fusion, la descripcion
describe disefar la proteina de fusion para que contenga solo un dominio TM correspondiente a una proteina NA del
virus de la gripe. Por consiguiente, en un aspecto de la descripcion, la proteina de fusién se modifica por ingenieria
genética para que contenga solo un dominio TM, cuyo dominio TM corresponde al dominio TM de una proteina NA
del virus de la gripe.

Los dominios TM y CT de las proteinas HA y NA del virus de la gripe son estructuralmente distintos ya que los
dominios estan ubicados en el extremo C de la proteina HA y el extremo N de la proteina NA. Ademas de la
orientacion diferente de los dos dominios en cada clase de glicoproteina de superficie, los dominios estructurales de
HA y CT pueden comprender diferencias ain desconocidas en funcionalidad dependiendo de su colocacion relativa
dentro de una cadena polipeptidica. Por lo tanto, cuando se disefia la proteina de fusion para el virus de la gripe
aviar, la orientacion del ectodominio del agente infeccioso que se fusionara con los dominios TM y CT o el dominio
TM de una glucoproteina del virus de la gripe guiara la seleccion de los dominios TM y CT o el dominio TM. Por
ejemplo, cuando el ectodominio de un agente infeccioso esta anclado por el extremo N, se pueden usar los dominios
TMy CT de una proteina NA del virus de la gripe.

HA y NA exhiben actividades competitivas con respecto a la fusion y liberacion celular, respectivamente, que son
necesarias para la infectividad y propagacion del virus. El HA se une al acido N-AcetilNeuraminico (NeuNAc, acido
sialico) en una superficie celular que conduce a la captacion del virus por una célula huésped, mientras que NA
escinde restos de acido sialico de la superficie celular que conducen a la liberacién del virus de progenie de una
célula infectada. La interrupcion de cualquiera de estas actividades da como resultado un virus no funcional. En
consecuencia, para mantener la competencia viral, cuando se reemplaza una glicoproteina de superficie, su funcién
en el virus quimérico debe ser suministrada por la proteina de fusién. En un aspecto de la descripcion, el virus de la
gripe aviar quimérico comprende una proteina de fusién que exhibe actividad de neuraminidasa. En otro aspecto de
la descripcion, el virus de la gripe aviar quimérico comprende una proteina de fusidon que exhibe actividad de unién al
receptor. En otro aspecto mas de la descripcion, el virus de la gripe aviar quimérico comprende dos proteinas de
fusion, una de las cuales muestra actividad de neuraminidasa, y la otra muestra actividad de union al receptor. En
todavia otros aspectos mas, el virus de la gripe aviar quimérico comprende una proteina de fusién que comprende
un epitopo de un agente infeccioso heterdlogo, cuya proteina de fusion exhibe actividad de neuraminidasa o
actividad de unién al receptor. En otro aspecto de la descripcion, el virus de la gripe aviar quimérico comprende una
proteina de fusién que exhibe actividad de union al receptor. En otro aspecto de la descripcion, el virus de la gripe
aviar quimérico comprende una proteina de superficie que contiene el ectodominio de la proteina HN del virus de la
enfermedad de Newcastle (NDV) y los dominios TM y CT de la proteina NA de la Gripe AAWSN/33, cuyo ectodominio
HN muestra actividad de neuraminidasa. En otros aspectos, el virus de la gripe aviar quimérico comprende una
proteina de superficie que contiene el ectodominio de la proteina HA de un virus de la gripe heterdlogo (por ejemplo,
la proteina H7 HA o la proteina H9 HA). HA y NA estan codificadas por segmentos separados del genoma viral y la
sustitucion de la region de codificacion completa de la proteina nativa elimina la mayoria de las restricciones de
longitud en la secuencia que codifica la proteina introducida.

En ciertos aspectos de la descripciodn, la proteina de fusion comprende el dominio transmembrana mas de 1 a 15, de
1a10,de 1a5,de1a3, 26 1 residuo(s) inmediatamente adyacente(s) del ectodominio de una glicoproteina del
virus de la gripe esencial. Por ejemplo, la proteina de fusion puede comprender el dominio transmembrana de una
proteina NA del virus de la gripe, de 1 a 15, de 1 a 10, de 1 a 5, de 1 a 3, 2 6 1 residuo(s) inmediatamente
adyacente(s) del ectodominio de la proteina NA del virus de la gripe, y el ectodominio, o fragmento del mismo, de un
agente infeccioso distinto del virus de la gripe de manera que la proteina de fusion pueda reemplazar funcionalmente
la funcién de la proteina NA. En otro aspecto de la descripcion, la proteina de fusion comprende los dominios
citoplasmatico y transmembrana de una proteina NA del virus de la gripe, de 1a 15,de 1a10,de1a5,de1a 3, 2
6 1 residuo(s) del ectodominio de la proteina NA del virus de la gripe que estan inmediatamente adyacentes al
dominio transmembrana de la proteina NA del virus de la gripe, y el ectodominio, o fragmento del mismo, de un
agente infeccioso distinto del virus de la gripe de manera que la proteina de fusidon puede reemplazar funcionalmente
a la proteina NA. En otro aspecto de la descripcion, la proteina de fusién comprende el dominio transmembrana o
dominios citoplasmaticos y transmembrana de una proteina NA, el dominio del tallo completo, o un fragmento del
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mismo, de una proteina NA que precede a su cabeza globular, y el ectodominio, o fragmento del mismo, de un
agente infeccioso distinto del virus de la gripe de manera que la proteina de fusion puede reemplazar funcionalmente
la funciéon de la proteina NA. En otro aspecto de la descripcién, la proteina de fusién comprende el dominio
transmembrana de una proteina HA del virus de la gripe, de 1 a 15,de 1 a 10, de 1 a5, de 1 a 3, 2 6 1 residuo(s)
inmediatamente adyacente(s) del ectodominio de la proteina HA del virus de la gripe, y el ectodominio, o fragmento
del mismo, de un agente infeccioso distinto del virus de la gripe de modo que la proteina de fusion puede reemplazar
funcionalmente la funcién de la proteina HA. En otro aspecto de la descripcion, la proteina de fusién comprende los
dominios citoplasmatico y transmembrana de una proteina HA del virus de la gripe, de 1 a 15, de 1a 10, de 1 a 5, de
1 a3, 2 6 1 residuo(s) del ectodominio de la proteina HA del virus de la gripe que estan inmediatamente adyacentes
al dominio transmembrana de la proteina HA del virus de la gripe, y el ectodominio, o fragmento del mismo, de un
agente infeccioso distinto del virus de la gripe de manera que la proteina de fusion puede reemplazar funcionalmente
la proteina HA.

En ciertos aspectos, la al menos una proteina de fusion del virus de la gripe aviar quimérico no comprende el
ectodominio completo de una proteina heteréloga (por ejemplo, comprende un fragmento antigénico del ectodominio
de una proteina de un agente infeccioso heterélogo), y puede comprender o no adicionalmente uno o mas
fragmentos del ectodominio de una glicoproteina esencial nativa. Por consiguiente, en ciertos aspectos, el
ectodominio de la proteina de fusién puede comprender un fragmento del ectodominio de una proteina de un agente
infeccioso heterdlogo. En otros aspectos, el ectodominio de la proteina de fusién puede comprender fragmentos
tanto de una glucoproteina esencial nativa como de una proteina de un agente infeccioso heterélogo. En los
ejemplos en los que la proteina de fusion reemplaza a una glucoproteina de superficie esencial, la proteina de fusion
debe suministrar la funcion de la glicoproteina de superficie, es decir, la proteina de fusion debe exhibir la
funcionalidad de la glucoproteina de superficie que esta reemplazando.

Se describen en este documento secuencias de nucledtidos (es decir, segmentos recombinantes) que codifican las
proteinas de fusion descritas en esta Seccion 5.1.1. En aspectos preferidos, los segmentos recombinantes que
comprenden acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusiéon descritas en la Seccién 5.1.1 comprenden
sefiales de incorporacion 3'y 5' que son necesarias para la replicacion, transcripcion y empaquetamiento adecuados
de los ARNVv (Fuijii et al., 2003, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 2002-2007; Zheng, et al., 1996, Virology 217: 242 -
251). En un aspecto, los segmentos recombinantes usan, por lo tanto, las secuencias 3' y 5' no codificantes y/o no
traducidas de segmentos de virus dentro del mismo tipo viral o cepa que el virus de la gripe aviar estructural. En
otros aspectos de la descripcion, los segmentos recombinantes comprenden acidos nucleicos que codifican las
proteinas de fusion descritas en esta Seccioén, 5.1.1, que comprenden la regidon 3' no codificante de un ARNv del
virus de la gripe NA, correspondiendo la region codificadora NA a los dominios CT y TM de la proteina NA, de 1 a
15,de 1a10,de 1a5,de 1 a3, 26 1residuo(s) del ectodominio de la proteina NA del virus de la gripe que estan
inmediatamente adyacentes al dominio transmembrana de la proteina NA del virus de la gripe, las regiones no
traducidas del marco de lectura de la proteina NA y la region no codificante 5' del ARNv de NA.

Como alternativa al reemplazo de las proteinas NA o HA del virus de la gripe aviar, se pueden usar técnicas
"genéticas inversas" y bicistronicas para producir un virus de la gripe quimérico que comprenda un ectodominio, o un
fragmento del mismo, de una proteina de un agente infeccioso distinto del virus de la gripe y los dominios TM y/o CT
de un virus de la gripe. Ver, por ejemplo, la patente de los EE.UU. N° 6.887.699, la patente de EE.UU. N° 6.001.634,
la patente de EE.UU. N° 5.854.037 y la patente de EE.UU. No. 5.820.871. Los enfoques bicistronicos implican
insertar la region codificante de la proteina de fusion en el marco de lectura abierto de una proteina necesaria del
virus y su codon de parada. La insercion esta flanqueada por un IRES y cualquier secuencia sefial no traducida de la
proteina necesaria en la que se inserta y no debe interrumpir el marco de lectura abierto, la sefal de
empaquetamiento, la poliadenilacién o los promotores transcripcionales de la proteina viral necesaria. Cualquier
IRES bien conocido en la técnica o descrito en este documento puede usarse de acuerdo con la descripcion (por
ejemplo, el IRES del gen BiP, los nucleétidos de 372 a 592 de la entrada de la base de datos GenBank HUMGRP78
o el IRES del virus de la encefalomiocarditis (EMCV), nucleétidos 1430-2115 de la entrada de la base de datos de
GenBank CQ867238.). Dado que la funcion de HA o NA no se reemplaza cuando se usa el enfoque bicistrénico, la
porcion de ectodominio de la proteina de fusién no se limita a una proteina que proporcione la funcién de la proteina
HA o NA reemplazada. El ectodominio de dicha proteina de fusiéon puede corresponder a cualquier molécula
heteréloga, o comprender un fragmento de cualquier molécula heterdloga, incluidos, entre otros, antigenos,
antigenos de enfermedad y antigenos derivados de cualquier proteina de un agente infeccioso (por ejemplo,
cualquier antigeno protector asociado con agentes infecciosos virales, bacterianos o parasitarios). Ejemplos no
limitativos de antigenos derivados o asociados con agentes infecciosos para su uso de acuerdo con los métodos
descritos es este documento se describen en la Seccién 5.3, mas adelante.

La sustitucion de una proteina de superficie necesaria del virus de cadena principal o la introducciéon de un segmento
recombinante en el genoma viral puede atenuar el virus quimérico resultante, es decir, el virus quimérico exhibira
una replicacion deteriorada con respecto al tipo silvestre. En ciertas realizaciones de la invencién, se desea la
atenuacion del virus quimérico de modo que el virus quimérico permanezca, al menos parcialmente, infeccioso y
pueda replicarse in vivo, pero solo generara titulos bajos que daran como resultado niveles subclinicos de infeccion
que no son patégenos. Dichos virus quiméricos atenuados son especialmente adecuados para las realizaciones de
la invencion en las que el virus se administra a un sujeto para actuar como un inmunogeno, por ejemplo, una vacuna
viva. Los virus pueden atenuarse mediante cualquier método conocido en la técnica y/o ejemplificado en la presente,
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por ejemplo, modificando el virus para que comprenda una mutacion en el gen NS1 o comprender una modificacion
en la secuencia de aminoacidos polibasicos antes del sitio de escisiéon en la proteina HA (véanse la Patente de
Estados Unidos N° 6.468.544, la Patente de Estados Unidos N° 6.669.943, Li et al., 1999, J. Infect. Dis. 179: 1132-
1138).

En un aspecto, un virus de la gripe aviar quimérico atenuado comprende un genoma que comprende una mutacion
en el gen NS1 del virus de la cadena principal de la gripe aviar, que se conoce en otros virus de la gripe por
disminuir la capacidad del producto del gen NS1 para antagonizar una respuesta al interferon celular. En otro
aspecto, un virus de la gripe aviar quimérico atenuado comprende un genoma que comprende una mutacion en el
gen HA del virus de la cadena principal de la gripe aviar, que se conoce en otros virus de la gripe por disminuir o
eliminar la capacidad de las proteasas celulares para escindir la proteina en su forma activa y de ese modo reducir o
eliminar la fusién e infectividad inducida por AH. En todavia otro aspecto mas, un virus de la gripe aviar quimérico
atenuado comprende un genoma que comprende una mutacion tanto en el gen HA como en el gen NS1 del virus de
la cadena principal de la gripe aviar, que se conocen por separado en otros virus gripales o cuando se combinan
para reducir o disminuir la actividad viral. Los titulos de virus de la gripe aviar atenuados-quiméricos y salvaje
pueden determinarse utilizando cualquier técnica bien conocida en la técnica o descrita en este documento (por
ejemplo, ensayos de hemaglutinacion, ensayos de placa, dosis infecciosas de huevo (EID50), dosis infecciosas de
cultivo tisular (TCID50), etc.) y los virus pueden propagarse en las condiciones descritas en este documento o bien
conocidas en la técnica (por ejemplo, en células CEF, células MDCK (por ejemplo, en MEM, suero de ternera fetal al
10% v/v (FCS), 1% de penicilina/estreptomicina a 37°C en una incubadora humidificada con 5% de CO,) o huevos
de gallina embrionados (por ejemplo, en una incubadora estacionaria a 37°C con 55% de humedad relativa).
Alternativamente, los virus pueden propagarse en células (por ejemplo, células CEF, células MDCK, etc.) que crecen
en medio sin suero o reducido en suero (por ejemplo, tripsina TPCK).

5.1.2 Virus de la gripe atenuado quimérico que comprende una proteina de fusién incorporada en su virién

Se describe en este documento el disefio de un virus de la gripe atenuado de modo que una proteina de fusion esté
codificada por el genoma y que, cuando se exprese, se incorpore al virion. En otras palabras, se describe el uso de
un virus de la gripe atenuado (el virus parental) como la "cadena principal" que esta disefiada para expresar e
incorporar a su virion la proteina de fusion. Cualquier cepa o tipo de virus de la gripe atenuados que incluya, pero no
se limite a, cepas naturales, variantes o mutantes, virus mutagenizados, recombinantes y/o virus genéticamente
modificados se puede utilizar como la estructura de la que esta disefiada para expresar e incorporar a su virién la
proteina de fusion. En un aspecto especifico de la descripcion, los virus de la gripe parentales no son virus
naturales. En otro aspecto especifico, los virus de la gripe parentales son virus genéticamente modificados.

Los virus de la gripe para su uso como el virus de cadena principal de acuerdo con la descripcion pueden tener de
forma natural un fenotipo atenuado o pueden modificarse genéticamente para que comprendan una mutacion
asociada con un fenotipo atenuado, donde dicha mutacién es conocida en la técnica o se describe en este
documento (por ejemplo, una mutacion en la proteina viral NS1 o proteina HA viral). En algunos aspectos de la
descripcion, el virus atenuado es la gripe A. En otros aspectos de la descripcion, el virus atenuado es la gripe B. En
otros aspectos de la descripcion mas, el virus atenuado es la gripe C. Los ejemplos no limitantes de los virus de la
gripe que pueden disefiarse de acuerdo con la descripcion incluyen la gripe A subtipo H10N4, subtipo H10N5,
subtipo H10N7, subtipo H10N8, subtipo H10N9, subtipo H11N1, subtipo H11N13, subtipo H11N2, subtipo H11N4,
subtipo H11N6, subtipo H11N8, subtipo H11N9, subtipo H12N1, subtipo H12N4, subtipo H12N5, subtipo H12N8,
subtipo H13N2, subtipo H13N3, subtipo H13N6, subtipo H13N7, subtipo H14N5, subtipo H14N6, subtipo H15N8,
subtipo H15N9, subtipo H16N3, subtipo H1N1, subtipo H1N2, subtipo H1N3, subtipo H1N6, subtipo H1N9, subtipo
H2N1, subtipo H2N2, subtipo H2N3, subtipo H2N5, subtipo H2N7, subtipo H2N8, subtipo H2N9, subtipo H3N1,
subtipo H3N2, subtipo H3N3, subtipo H3N4, subtipo H3N5, subtipo H3N6, subtipo H3N8, subtipo H3N9, subtipo
H4N1, subtipo H4N2, subtipo H4N3, subtipo H4N4, subtipo H4N5, subtipo H4N6, subtipo H4N8, subtipo H4N9,
subtipo H5N1, subtipo H5N2, subtipo H5N3, subtipo H5N4, subtipo H5N6, subtipo H5N7, subtipo H5N8, subtipo
H5N9, subtipo HEN1, subtipo HEN2, subtipo H6N3, subtipo HEN4 , subtipo H6N5, subtipo H6N6, subtipo HEN7,
subtipo H6NS8, subtipo HEN9, subtipo H7N1, subtipo H7N2, subtipo H7N3, subtipo H7N4, subtipo H7N5, subtipo
H7N7, subtipo H7N8, subtipo H7N9, subtipo H8N4, subtipo H8N5, subtipo HIN1, subtipo HIN2, subtipo HON3,
subtipo HIN5, subtipo HONG, subtipo HIN7, subtipo HON8 o subtipo HIN9; cepa de la gripe Aichi/5/88, cepa
Akita/27/2001, cepa Akita/5/2001, cepa Alaska/16/2000, cepa Alaska/1777/2005, cepa Argentina/69/2001, cepa
Arizona/146/2005, cepa Arizona/148/2005, cepa Bangkok/163/90, cepa Bangkok/34/99, cepa Bangkok/460/03, cepa
Bangkok/54/99, cepa Barcelona/215/03, cepa Beijing/15/84, cepa Beijing/184/93, cepa Beijing/243/97, cepa
Beijing/43/75, cepa Beijing/5/76, cepa Beijing/76/98, cepa Bélgica/WV106/2002, cepa Bélgica/WV107/2002, cepa
Bélgica/WWV109/2002, cepa Bélgica/\WV114/2002, cepa Bélgica/\WV122/2002, cepa Bonn/43, cepa Brasil/952/2001,
cepa Bucarest/795/03, cepa Buenos Aires/161/00), cepa Buenos Aires/9/95, cepa Buenos Aires/SW16/97, cepa
Buenos Aires/VL518/99, cepa Canada/464/2001, cepa Canada/464/2002, cepa Chaco/366/00, cepa Chaco/R113/00,
cepa Cheju/303/03, cepa Chiba/447/98, cepa Chongqing/3/2000, cepa aislada clinica SA1 Tailandia/2002, cepa
aislada clinica SA10 Tailandia/2002, cepa aislada clinica SA100 Filipinas/2002, cepa aislada clinica SA101
Filipinas/2002, cepa aislada clinica SA110 Filipinas/2002), cepa aislada clinica SA112 Filipinas/2002, cepa aislada
clinica SA113 Filipinas/2002, cepa aislada clinica SA114 Filipinas/2002, cepa aislada clinica SA2 Tailandia/2002,
cepa aislada clinica SA20 Tailandia/2002, cepa aislada clinica SA38 Filipinas/2002, cepa aislada clinica SA39
Tailandia/2002, cepa aislada clinica SA99 Filipinas/2002, cepa CNIC/27/2001, cepa Colorado/2597/2004, cepa
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Cordoba/VA418/99, cepa Checoslovaquia/16/89, cepa Checoslovaquia/69/90, cepa Daeku/10/97, cepa Daeku/45/97,
cepa Daeku/47/97, cepa Daeku/9/97, cepa B/Du/4/78, cepa B/Durban/39/98, cepa Durban/43/98, cepa
Durban/44/98, cepa B/Durban/52/98, cepa Durban/55/98, cepa Durban/56/98, cepa Inglaterra/1716/2005, cepa
Inglaterra/2054/2005), cepa Inglaterra/23/04, cepa Finlandia/154/2002, cepa Finlandia/159/2002, cepa
Finlandia/160/2002, cepa Finlandia/161/2002, cepa Finlandia/162/03, cepa Finlandia/162/2002, cepa
Finlandia/162/91, cepa Finlandia/164/2003, cepa Finlandia/172/91, cepa Finlandia/173/2003, cepa
Finlandia/176/2003, cepa Finlandia/184/91, cepa Finlandia/188/2003, cepa Finlandia/190/2003, cepa
Finlandia/220/2003, cepa Finlandia/WV5/2002, cepa Fujian/36/82, cepa Geneva/5079/03, cepa Genoa/11/02, cepa
Genoa/2/02, cepa Genoa/21/02, cepa Genova/54/02, cepa Genova/55/02, cepa Guangdong/05/94, cepa
Guangdong/08/93, cepa Guangdong/5/94, cepa Guangdong/55/89, cepa Guangdong/8/93, cepa Guangzhou/7/97,
cepa Guangzhou/86/92, cepa Guangzhou/87/92, cepa Gyeonggi/592/2005, cepa Hannover/2/90, cepa Harbin/07/94,
cepa Hawaii/10/2001, cepa Hawaii/1990/2004, cepa Hawaii/38/2001, cepa Hawaii/9/2001, cepa Hebei/19/94, cepa
Hebei/3/94), cepa Henan/22/97, cepa Hiroshima/23/2001, cepa Hong Kong/110/99, cepa Hong Kong/1115/2002,
cepa Hong Kong/112/2001, cepa Hong Kong/123/2001, cepa Hong Kong/1351/2002, cepa Hong Kong/1434/2002,
cepa Hong Kong/147/99, cepa Hong Kong/156/99, cepa Hong Kong/157/99, cepa Hong Kong/22/2001, cepa Hong
Kong/22/89, cepa Hong Kong/336/2001, cepa Hong Kong/666/2001, cepa Hong Kong/9/89, cepa Houston/1/91, cepa
Houston/1/96, cepa Houston/2/96, cepa Hunan/4/72, cepa lbaraki/2/85, cepa ncheon/297/2005, cepa India/3/89,
cepa India/77276/2001, cepa Israel/95/03, cepa Israel/WV187/2002, cepa Japon/1224/2005, cepa Jiangsu/10/03,
cepa Johannesburgo/1/99, cepa Johannesburgo/96/01, cepa Kadoma/1076/99, cepa Kadoma/122/99, cepa
Kagoshima/15/94, cepa Kansas/22992/99, cepa Khazkov/224/91, cepa Kobe/1/2002, cepa, cepa Kouchi/193/99,
cepa Lazio/1/02, cepa Lee/40, cepa Leningrad/129/91, cepa Lissabon/2/90), cepa Los Angeles/1/02, cepa
Lusaka/270/99, cepa Lyon/1271/96, cepa Malasia/83077/2001, cepa Maputo/1/99, cepa Mar del Plata/595/99, cepa
Maryland/1/01, cepa Memphis/1/01, cepa Memphis/12/97-MA , cepa Michigan/22572/99, cepa Mie/1/93, cepa
Milano/1/01, cepa Minsk/318/90, cepa Moscu/3/03, cepa Nagoya/20/99, cepa Nanchang/1/00, cepa
Nashville/107/93, cepa Nashville/45/91, cepa Nebraska/2/01, cepa Netherland/801/90, cepa Netherlands/429/98,
cepa Nueva York/1/2002, cepa NIB/48/90, cepa Ningxia/45/83, cepa Norway/1/84, cepa Oman/16299/2001, cepa
Osaka/1059/97, cepa Osaka/983/97-V2, cepa Oslo/1329/2002, cepa Oslo/1846/2002, cepa Panama/45/90, cepa
Paris/329/90 , cepa Parma/23/02, cepa Perth/211/2001, cepa Peru/1364/2004, cepa Filipinas/5072/2001, cepa
Pusan/270/99, cepa Quebec/173/98, cepa Quebec/465/98, cepa Quebec/7/01, cepa Roma/1/03, cepa
Saga/S172/99, cepa Seoul/13/95, cepa Seoul/37/91, cepa Shangdong/7/97, cepa Shanghai/361/2002), cepa
Shiga/T30/98, cepa Sichuan/379/99, cepa Singapur/222/79, cepa Spain/WV27/2002, cepa Stockholm/10/90, cepa
Suiza/5441/90, cepa Taiwan/0409/00, cepa Taiwan/0722/02, cepa Taiwan/97271/2001, cepa Teheran/80/02, cepa
Tokio/6/98, cepa Trieste/28/02, cepa Ulan Ude/4/02, cepa United Kingdom/34304/99, cepa USSR/100/83, cepa
Victoria/103/89, cepa Vienna/1/99, cepa Wuhan/356/2000, cepa WV194/2002, cepa Xuanwu/23/82, cepa
Yamagata/1311/2003, cepa Yamagata/K500/2001, cepa Alaska/12/96, cepa GA/86, cepa NAGASAKI/1/87, cepa
Tokyo/942/96, o cepa Rochester/02/2001; Cepa Gripe C Aichi/1/81, cepa Ann Arbor/1/50, cepa Aomori/74, cepa
California/78, cepa Inglaterra/83, cepa Grecia/79, cepa Hiroshima/246/2000, cepa Hiroshima/252/2000, cepa
Hyogo/1/83, cepa Johannesburg/66, cepa Kanagawa/1/76, cepa Kyoto/1/79, cepa Mississippi/80, cepa Miyagi/1/97,
cepa Miyagi/5/2000, cepa Miyagi/9/96, cepa Nara/2/85, cepa Newdersey/76, cepa cerdo/Beijing/115/81, cepa
Saitama/3/2000), cepa Shizuoka/79, cepa Yamagata/2/98, cepa Yamagata/6/2000, cepa Yamagata/9/96, cepa
BERLIN/1/85, cepa ENGLAND/892/8, cepa GREAT LAKES/1167/54, cepa JJ/50, cepa PIG/BEIJING/10/81, cepa
PIG/BEIJING/439/82), cepa TAYLOR/1233/47, o cepa STRAIN C/YAMAGATA/10/81.

En un aspecto, el virus de la gripe atenuado (el virus parental) utilizado de acuerdo con la descripcién tiene una
capacidad alterada para antagonizar el interferon celular (IFN). En otro aspecto, el virus de la gripe atenuado (el
virus parental) utilizado de acuerdo con la descripciéon es un tipo de virus o cepa de la gripe que comprende una
mutacion en el gen NS1 que da como resultado una capacidad deteriorada del virus para antagonizar la respuesta
de interferdn celular. Los ejemplos de los tipos de mutaciones que se pueden introducir en el gen NS1 del virus de la
gripe incluyen deleciones, sustituciones, inserciones y combinaciones de los mismos. Se pueden introducir una o
mas mutaciones en cualquier lugar a lo largo del gen NS1 (por ejemplo, el extremo N, el extremo C o en algun punto
intermedio) y/o el elemento regulador del gen NS1. En otro aspecto, un virus de la gripe atenuado (el virus parental)
utilizado de acuerdo con la descripcion comprende un genoma que tiene un gen NS1 del virus de la gripe con una
mutacioén en el extremo N-terminal. En otro aspecto, un virus de la gripe atenuado (el virus parental) comprende un
genoma que tiene un gen NS1 del virus de la gripe con una mutacién en el extremo C-terminal. En otro aspecto, un
virus de la gripe atenuado (el virus parental) utilizado de acuerdo con la descripcion comprende un genoma que
tiene una mutaciéon en un gen NS1 del virus de la gripe que da como resultado una delecién que consiste en 5,
preferiblemente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 75, 80, 85, 90, 95, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 125,
126, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170 6 175 residuos de aminoacidos del extremo C de NS1, o una
delecién de entre 5-170, 25-170, 50-170, 100-170, 100-160 6 105-160 residuos de aminoacidos del C-terminal. En
otro aspecto, un virus de la gripe atenuado (el virus parental) utilizado de acuerdo con la descripcidon comprende un
genoma que tiene una mutacién en un gen NS1 del virus de la gripe que da como resultado una delecion de todos
los residuos aminoacidicos excepto los residuos de aminoacidos 1-126, residuos de aminoacidos 1-120, residuos de
aminoacidos 1-115, residuos de aminoacidos 1-110, residuos de aminoacidos 1-100, residuos de aminoacidos 1-99,
residuos de aminoacidos 1-95, residuos de aminoacidos 1-85, residuos de aminoacidos 1-80, restos de aminoacidos
1-75, restos de aminoacidos 1-73, restos de aminoacidos 1-70, restos de aminoacidos 1-65 o restos de aminoacidos
1-60, en donde el aminoacido N-terminal es el nimero 1.
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En un aspecto de la descripcion, el virus de la gripe atenuado descrito en este documento comprende un genoma
que comprende una mutacion en el gen NS1 de la cadena principal del virus de la gripe, que disminuye la capacidad
del producto del gen NS1 para antagonizar una respuesta de interferdn celular, y permite que el virus atenuado, en
una multiplicidad de infeccion (MOI) de entre 0,0005 y 0,001, 0,001 y 0,01, 0,01 y 0,1, 0 0,1 y 1, o una MOI de
0,0005, 0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 6 6,0 crezca a titulos
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 100 veces, de aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces, de
aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o de aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 6 100 veces mas bajo que el virus de la gripe de tipo salvaje en las células
(p. €j., células de origen humano, de ratones, ratas, porcinos, perros, caballos o aviar (p. €j., HEp-2, A549, 293T,
células de rifion canino Madin-Darby (MDCK) o fibroblastos de embrién de pollo (CEF)), determinado
aproximadamente de 2 a 10 dias, de 3a 7 dias,de 3a5dias02, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 dias después de la infecciéon
cuando se propaga bajo las mismas condiciones. Los titulos de virus de la gripe atenuados y de tipo salvaje se
pueden determinar utilizando cualquier técnica bien conocida en la técnica o descrita en este documento (por
ejemplo, ensayos de hemaglutinacion, ensayos de placa, dosis infecciosas de huevo (EID50), dosis infecciosas de
cultivo de tejido (TCID50), etc.) y los virus pueden propagarse en las condiciones descritas en este documento o
conocidas en la técnica (por ejemplo, en células CEF, células MDCK (por ejemplo, en MEM, suero bovino fetal al
10% v/v (FCS), penicilina al 1%/estreptomicina a 37°C en una incubadora humidificada con CO- al 5%) o huevos de
gallina embrionados (por ejemplo, en una incubadora estacionaria a 37°C con 55% de humedad relativa).
Alternativamente, los virus pueden propagarse en células (por ejemplo, células CEF, células MDCK, etc.) que crecen
en medio sin suero o reducido en suero (por ejemplo, tripsina TPCK).

En otro aspecto, el virus de la gripe atenuado (el virus parental) utilizado de acuerdo con la descripcién comprende
un genoma que comprende una mutacion en el gen HA del virus de la cadena principal de la gripe que disminuye o
elimina la capacidad de las proteasas celulares para escindir la proteina en su forma activa. Los ejemplos de los
tipos de mutaciones que pueden introducirse en el gen HA de la gripe incluyen deleciones, sustituciones, inserciones
o combinaciones de los mismos. La una o mas mutaciones se introducen preferiblemente en el sitio de escision de
HA (p. €j., los nucledtidos 1013-1039 de la entrada del GenBank AY818135). En general, las mutaciones que
disminuyen la capacidad de escision de la proteina HA, segun se determina mediante métodos estandar en CEF, se
correlacionan con una disminucion de la virulencia en ensayos in vivo (Horimoto y Kawaoka, 1994, 68: 3120-3128).
En otro aspecto, un virus de la gripe atenuado (el virus parental) utilizado de acuerdo con la descripcion comprende
un genoma que tiene una mutacién en el gen HA del virus de la gripe que da como resultado la sustitucién de los
nucledtidos 1026-1038 por el nucledtido simple timina. En otro aspecto de la descripcion, un virus de la gripe
atenuado como se describe en este documento comprende un genoma que comprende una mutacion en el gen HA
del virus de la cadena principal de la gripe que disminuye o elimina la capacidad de las proteasas celulares para
escindir la proteina en su forma activa y permite que el virus atenuado, en una multiplicidad de infeccion (MOI) de
entre 0,0005 y 0,001, 0,001 y 0,01, 0,01y 0,1,00,1y 1, o una MOI de 0,0005, 0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1,
0,5,1,0,1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 6 6,0 crezca a titulos entre aproximadamente 1 a aproximadamente
100 veces, de aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces, de aproximadamente 20 a aproximadamente 80
veces, 0 de aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10
veces, de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces, de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces, de aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, o
aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 6 100
veces mas bajo que el virus de la gripe de tipo salvaje en las células (p. €j., células de humanos, ratones, ratas,
porcinos, perro, caballo o aviar (p. ej., HEp-2, A549, 293T, células de rifiobn canino Madin-Darby (MDCK) o
fibroblastos de embrién de pollo (CEF)), determinado aproximadamente de 2 a 10 dias, de 3 a 7 dias, de 3 a 5 dias,
02,3,4,5,6,7,8,9, 10 dias después de la infeccidon cuando se propaga bajo las mismas condiciones. La proteina
HA que comprende dicha mutacion no es antigénicamente distinta de la proteina HA parental de tipo salvaje, es
decir, todos los anticuerpos producidos contra la proteina HA natural reaccionaran de forma cruzada con la proteina
AH mutada y todos los anticuerpos producidos contra la proteina HA mutada reaccionaran de forma cruzada con la
proteina HA de tipo salvaje. Los titulos de virus de la gripe atenuados y de tipo salvaje se pueden determinar
utilizando cualquier técnica bien conocida en la técnica o descrita en este documento (por ejemplo, ensayos de
hemaglutinacién, ensayos de placa, dosis infecciosas de huevo (EID50), dosis infecciosas de cultivo de tejido
(TCID50), etc.) y los virus pueden propagarse en las condiciones descritas en este documento o bien conocidas en
la técnica (por ejemplo, en células CEF, células MDCK (por ejemplo, en MEM, suero bovino fetal al 10% v/v (FCS),
penicilina al 1%/estreptomicina a 37°C en una incubadora humidificada con CO, al 5%) o huevos de gallina
embrionados (por ejemplo, en una incubadora estacionaria a 37°C con 55% de humedad relativa). Alternativamente,
los virus pueden propagarse en células (por ejemplo, células CEF, células MDCK, etc.) que crecen en medio sin
suero o reducido en suero (por ejemplo, tripsina TPCK).

En otro aspecto, el virus de la gripe atenuado (el virus parental) utilizado segun la descripcion comprende un
genoma que comprende: (i) una mutacion en el gen HA del virus de la cadena principal de la gripe que disminuye o
elimina la capacidad de las proteasas celulares para escindir la proteina en su forma activa, y (ii) una mutacioén en el
gen NS1 que da como resultado una capacidad alterada del virus para antagonizar la respuesta del interferén
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celular. En otro aspecto, el virus de la gripe atenuado de la descripcidn comprende un genoma que comprende una
mutacion tanto en el gen HA como en el gen NS1 del virus de la cadena principal de la gripe que permite que el virus
atenuado, con una multiplicidad de infeccion (MOI) de entre 0,0005 y 0,001, 0,001 y 0,01, 0,01y 0,1,00,1y 1, ouna
MOI de 0,0005, 0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 0 6,0, crezca
a titulos entre aproximadamente 1 y aproximadamente 100 veces, de aproximadamente 5 a aproximadamente 80
veces, de aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o de aproximadamente 40 a aproximadamente 80
veces, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces,
de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o0 100 veces menos que el virus de la gripe tipo salvaje en las células (p. €j.,
células de origen humano, ratén, rata, porcino, perro, caballo o aviar (p. ej., HEp-2, A549, 293T, células renales
caninas Madin-Darby (MDCK) o fibroblastos embrionarios de pollo (CEF)), determinado aproximadamente de 2 a 10
dias, de 3a 7 dias,de3a5diaso02, 3,4,5,6,7,8,9, 10 dias después de la infeccion cuando se propaga en las
mismas condiciones.

Se describe en este documento un virus de la gripe atenuado quimérico que comprende al menos una proteina de
fusién que tiene un ectodominio (ED), o fragmento del mismo, de un agente infeccioso distinto de un virus de la gripe
y los dominios citoplasmatico (CT) y transmembrana (TM) o dominio transmembrana de una glucoproteina esencial
del virus de la gripe, en el que la al menos una proteina de fusion reemplaza funcionalmente al menos una
glucoproteina del virus de la gripe esencial. En otras palabras, el virus de la gripe atenuado sirve como la
"estructura" que esta disefiada para expresar e incorporar a su virion la al menos una proteina de fusion en lugar de
una glucoproteina esencial del virus de la gripe. La inclusiéon de los dominios TM y CT o el dominio TM de una
glucoproteina del virus de la gripe correspondiente a la glucoproteina esencial del virus de la gripe reemplazada
funcionalmente por la proteina de fusién permite que la proteina de fusién se incorpore al virién del virus atenuado
de la gripe. Los dominios TM y CT o el dominio TM de la proteina de fusién pueden corresponder o derivarse de
cualquier virus de la gripe que permita que la proteina de fusién se incorpore en el virion de la cadena principal del
virus de la gripe atenuado.

En ciertos aspectos de la descripcion, los dominios TM y CT o el dominio TM de la proteina de fusién corresponden
a los dominios TM y CT o al dominio TM de un tipo diferente, subtipo o una cepa del virus de la gripe que el virus de
la gripe atenuado de la cadena principal. En otros aspectos de la descripcion, los dominios TM y CT o el dominio TM
de la proteina de fusién corresponden a los dominios TM y CT o al dominio TM de un virus de la gripe de una
especie diferente del virus de la gripe atenuado de la cadena principal. En aspectos preferidos de la descripcion, los
dominios TM y CT o el dominio TM de la proteina de fusién corresponden a los dominios TM y CT o al dominio TM
de la cadena principal del virus de la gripe atenuado.

En ciertos aspectos de la descripcion, los dominios TM y CT de la proteina de fusiéon corresponden a los dominios
TMy CT de una proteina HA o una proteina NA de un virus de la gripe. Como el dominio CT de HA o NA puede no
ser necesario para la incorporacion de la proteina de fusién en el virién del virus de la gripe, la proteina de fusion se
puede modificar por ingenieria genética para que contenga solo el dominio TM de HA o NA.

Los dominios TM y CT de las proteinas HA y NA del virus de la gripe son estructuralmente distintos en que los
dominios estan ubicados en el extremo C de la proteina HA y el extremo N de la proteina NA. Ademas de la
orientacion diferente de los dos dominios en cada clase de la glicoproteina de superficie, los dominios estructurales
de HA y CT pueden comprender diferencias aun desconocidas en la funcionalidad dependiendo de su colocacion
relativa dentro de una cadena polipeptidica. Por lo tanto, cuando se disefia la proteina de fusién que se manipulara
en el virus de la gripe atenuado, la orientacion del ectodominio, o el fragmento del mismo, del agente infeccioso que
se fusionara con los dominios TM y CT o el dominio TM de una glucoproteina del virus de la gripe guiara la seleccion
de los dominios TM y CT o el dominio TM.

Para mantener la competencia viral, cuando se reemplaza una glicoproteina de superficie, su funciéon en el virus
quimérico debe ser suministrada por la proteina de fusion. En un aspecto de la descripcion, el virus de la gripe
atenuado quimérico comprende una proteina de fusién que exhibe actividad de neuraminidasa. En otro aspecto de la
descripcion, el virus de la gripe atenuado quimérico comprende una proteina de fusion que exhibe actividad de unién
al receptor. En otro aspecto de la descripcion, el virus atenuado quimérico comprende dos proteinas de fusion, una
de las cuales exhibe actividad de neuraminidasa y la otra muestra actividad de unioén al receptor. En otro aspecto de
la descripcion, el virus de la gripe atenuado quimérico comprende una proteina de fusién que comprende un
fragmento de una proteina de un agente infeccioso heterélogo, cuya proteina de fusidon exhibe actividad de
neuraminidasa o actividad de union al receptor. En un aspecto de la descripcion especifico, el virus de la gripe
atenuado quimérico comprende una proteina de superficie que contiene el ectodominio de la proteina HN del virus
de la enfermedad de Newcastle (NDV) y los dominios TM y CT de la proteina NA del Gripe A/IWSN/33, cuyo
ectodominio HN muestra actividad de neuraminidasa. En otro aspecto de la descripcion, el virus de la gripe atenuado
quimérico comprende una proteina de fusion que contiene el ectodominio de la proteina HA de un subtipo o cepa de
gripe heterdloga (por ejemplo, el ectodominio de H7 HA o ectodominio de H9 HA).

En ciertos aspectos, la al menos una proteina de fusion del virus de la gripe atenuado quimérico descrito en este
documento no comprende el ectodominio completo de una proteina heterdloga (por ejemplo, comprende un
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fragmento antigénico o protector del ectodominio de una proteina de un agente infeccioso heterdélogo), y puede
comprender o no adicionalmente uno o mas fragmentos del ectodominio de una glucoproteina esencial nativa. Por
consiguiente, en ciertos aspectos, el ectodominio de la proteina de fusiéon puede comprender un fragmento del
ectodominio de una proteina de un agente infeccioso heterologo. En otros aspectos, el ectodominio de la proteina de
fusion puede comprender fragmentos tanto de una glucoproteina esencial nativa como de una proteina de un agente
infeccioso heterdlogo. En aspectos en los que la proteina de fusién reemplaza una glucoproteina de superficie
esencial, la proteina de fusion debe suministrar la funcion de la glicoproteina de superficie, es decir, la proteina de
fusion debe exhibir la funcionalidad de la glucoproteina de superficie que esta reemplazando.

El ectodominio de las proteinas de fusiéon descritas en esta Seccion 5.1.2 puede corresponder o derivarse de
cualquier glicoproteina, o fragmento de la misma, de un agente infeccioso (incluidos agentes infecciosos viricos,
bacterianos y parasitarios). Ejemplos no limitantes de glicoproteinas de agentes infecciosos se proporcionan en la
Seccion 5.3, mas adelante.

En ciertos aspectos de la descripcidn, la proteina de fusién comprende el dominio transmembrana mas de 1 a 15, de
1a10,de 1a5,de1a3, 26 1residuo(s) inmediatamente adyacente(s) del ectodominio de una glicoproteina del
virus de la gripe esencial. En un aspecto de la descripcion, la proteina de fusiébn comprende el dominio
transmembrana de una proteina NA del virus de la gripe, de 1 a 15,de 1 a 10, de 1 a5, de 1 a 3, 2 6 1 residuo(s)
inmediatamente adyacente(s) del ectodominio de la proteina NA del virus de la gripe, y el ectodominio, o fragmento
del mismo, de un agente infeccioso distinto del virus de la gripe de modo que la proteina de fusion puede reemplazar
funcionalmente la funcién de la proteina NA. En otro aspecto de la descripcion, la proteina de fusion comprende los
dominios citoplasmatico y transmembrana de una proteina NA del virus de la gripe, de 1 a 15, de 1a 10, de 1 a 5, de
1 a3, 2 6 1 residuo(s) del ectodominio de la proteina NA del virus de la gripe que estan inmediatamente adyacentes
al dominio transmembrana de la proteina NA del virus de la gripe, y el ectodominio, o fragmento del mismo, de un
agente infeccioso distinto del virus de la gripe de manera que la proteina de fusion puede reemplazar funcionalmente
a la proteina NA. En otro aspecto, la proteina de fusién comprende el dominio transmembrana o dominios
citoplasmaticos y transmembrana de una proteina NA, el dominio del tallo completo, o un fragmento del mismo, de
una proteina NA que precede a su cabeza globular, y el ectodominio, o fragmento del mismo, de un agente
infeccioso distinto del virus de la gripe de manera que la proteina de fusion puede reemplazar funcionalmente la
funcién de la proteina NA. En otro aspecto, la proteina de fusion comprende el dominio transmembrana de una
proteina HA del virus de la gripe, de 1 a 15, de 1 a 10, de 1 a 5, de 1 a 3, 2 6 1 residuo(s) inmediatamente
adyacente(s) del ectodominio de la proteina HA del virus de la gripe, y el ectodominio, o fragmento del mismo, de un
agente infeccioso distinto del virus de la gripe de modo que la proteina de fusién puede reemplazar funcionalmente
la funcion de la proteina HA. En otro aspecto, la proteina de fusion comprende los dominios citoplasmatico y
transmembrana de una proteina HA del virus de la gripe, de 1 a 15, de 1a 10,de 1a 5, de 1a 3,2 6 1 residuo(s) del
ectodominio de la proteina HA del virus de la gripe que estan inmediatamente adyacentes al dominio
transmembrana de la proteina HA del virus de la gripe, y el ectodominio, o fragmento del mismo, de un agente
infeccioso distinto del virus de la gripe de manera que la proteina de fusion puede reemplazar funcionalmente la
proteina HA.

Se describen en este documento secuencias de nucledtidos (es decir, segmentos recombinantes) que codifican las
proteinas de fusidon descritas en esta Seccidon 5.1.2. En algunos aspectos, los segmentos recombinantes que
comprenden acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusiéon descritas en la Seccién 5.1.2 comprenden
sefiales de incorporacion 3'y 5' que se requieren para la replicacion, transcripcion y empaquetamiento adecuados
de los ARNVv (Fuijii et al., 2003, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 2002-2007; Zheng, et al., 1996, Virology 217: 242 -
251). En otros aspectos mas, los segmentos recombinantes descritos en este documento usan, por lo tanto, las
secuencias 3'y 5' no codificantes y/o no traducidas de segmentos de virus dentro del mismo tipo viral o cepa que el
virus de la gripe atenuado de cadena principal. En aspectos de la descripcion especificas, los segmentos
recombinantes comprenden acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusién descritas en la Seccién 5.1.2 que
comprenden la region no codificante 3' de un ARNv de NA del virus de la gripe, correspondiendo la region
codificante NA a los dominios CT y TM de la proteina NA, de 1 a 15, de 1a 10, de 1 a5, de 1 a 3, 2 6 1 residuo(s)
del ectodominio de la proteina NA del virus de la gripe que estan inmediatamente adyacentes al dominio
transmembrana de la proteina NA del virus de la gripe, las regiones no traducidas del marco de lectura de la
proteina NA y la region no codificante 5' del ARNv de NA. En ciertos aspectos de la descripcion, los segmentos
recombinantes comprenden acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusion descritas en la Seccién 5.1.2 que
comprenden el dominio del tallo completo, o fragmento del mismo, de una proteina NA que precede a su cabeza
globular.

Como alternativa al reemplazo de las proteinas NA o HA de un virus de la gripe atenuado, se pueden usar técnicas
de "genética inversa" y bicistronicas para producir un virus de la gripe quimérico que comprende un ectodominio de
un agente infeccioso distinto del virus de la gripe o un antigeno de enfermedad y los dominios TM y/o CT de un virus
de la gripe. Ver, por ejemplo, la patente de los EE.UU. N° 6.887.699, la patente de EE.UU. N° 6.001.634, la patente
de EE.UU. N° 5.854.037 y la patente de EE.UU. No. 5.820.871. Ejemplos no limitativos de moléculas heterdlogas
tales como antigenos de enfermedad y antigenos derivados de un agente infeccioso que puede usarse de acuerdo
con los métodos descritos en este documento (por ejemplo, antigenos asociados con una enfermedad o proteinas
viricas) se proporcionan en la seccion 5.3, mas adelante.
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5.1.3 Virus quiméricos de la gripe aviar que comprenden el ectodominio de la proteina HN del virus de la
enfermedad de Newcastle

Se describe en este documento el disefio genético de un virus de la gripe aviar de tal manera que una proteina de
fusion que comprende el ectodominio de la proteina HN del virus de la enfermedad de Newcastle esta codificada por
el genoma y, cuando se expresa, se incorpora al virion. Cualquier tipo de virus o cepa de la gripe aviar que pueda
modificarse por ingenieria genética para expresar e incorporar la proteina de fusién en el virion de la gripe aviar
puede seleccionarse y usarse de acuerdo con la descripcion, incluidas, entre otras, cepas naturales, variantes o
mutantes, virus mutagenizados, reordenantes y/o virus genéticamente modificados. Los ejemplos no limitantes de
virus de la gripe aviar incluyen los subtipos de Gripe A H5N1, H6N2, H7N3, HON2 o H10N?7.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico que comprende una proteina de fusion que tiene
un ectodominio (ED) de una proteina HN del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) y los dominios
citoplasmatico (CT) y transmembrana (TM) o el dominio transmembrana de una proteina NA del virus de la gripe, en
donde la proteina de fusién reemplaza funcionalmente a la proteina NA del virus de la gripe aviar. En otras palabras,
el virus de la gripe aviar sirve como la "estructura" que esta disefiada para expresar e incorporar en su virion la
proteina de fusioén en lugar de la proteina NA del virus de la gripe aviar. La inclusién de los dominios TM y CT o el
dominio TM de una proteina NA del virus de la gripe en la proteina de fusién permite que la proteina de fusion se
incorpore en el virion del virus de la gripe aviar. Los dominios TM y CT o el dominio TM de la proteina de fusion
pueden corresponder o derivarse de cualquier virus de la gripe que permita que la proteina de fusion se incorpore en
el virion de la cadena principal del virus de la gripe aviar.

Las secuencias codificantes de los dominios TM y CT para usar de acuerdo con la descripcién pueden obtenerse o
derivarse de la secuencia publicada de cualquier proteina NA de cualquier cepa o subtipo de la gripe (p. €j., entrada
AY651447 del GenBank, de la cepa A/Vietnam/1203/2004 (H5N1); entrada de GenBank AY96877, de la cepa
Alturkey/Canada/63 (HEN2); entrada de GenBank AY706954, de la cepa A/duck/Hainan/4/2004 (H6N2); entrada de
GenBank AY646080, de la cepa AJ/chicken/British Columbia/GSC_human_B/04 (H7N3); o entrada GenBank
DQO064434, de la cepa A/chicken/Beijing/8/98 (HON2)). En ciertos casos, los dominios TM y CT o el dominio TM de la
proteina de fusion corresponden a los dominios TM y CT o al dominio TM de un tipo o cepa diferente del virus de la
gripe aviar que el virus de la gripe aviar estructural. En otros casos, los dominios TM y CT o el dominio TM de la
proteina de fusion corresponden a los dominios TM y CT o al dominio TM de un virus de la gripe distinto de un virus
de la gripe aviar. En algunos casos, los dominios TM y CT o el dominio TM de la proteina de fusién corresponden a
los dominios TM y CT o al dominio TM del esqueleto del virus de la gripe aviar. En otros casos, los dominios TM y
CT de la proteina de fusion corresponden a los dominios TM y CT de la proteina NA de Gripe A/IWSN/33.

En ciertos aspectos de la descripcion, la proteina de fusién comprende el dominio transmembrana de una proteina
NA del virus de la gripe, de 1 a 15,de 1a 10, de 1a 5, de 1 a 3, 2 6 1 residuo(s) inmediatamente adyacente(s) del
ectodominio de la proteina NA del virus de la gripe, y el ectodominio de una proteina NDV HN. En otro aspecto de la
descripcion, la proteina de fusion comprende los dominios citoplasmatico y transmembrana de una proteina NA del
virus de la gripe, de 1a15,de 1a10,de 1a5,de 1 a 3, 2 6 1 residuo(s) del ectodominio de la proteina NA del virus
de la gripe que estan inmediatamente adyacentes al dominio transmembrana de la proteina NA del virus de la gripe,
y el ectodominio de una proteina NDV HN. En otro aspecto de la descripcion, la proteina de fusién comprende el
dominio del tallo completo, o un fragmento del mismo, de una proteina NA que precede a su cabeza globular y el
ectodominio de una proteina NDV HN. En otros aspectos de la descripcion, la proteina de fusién comprende el
dominio transmembrana o dominios citoplasmatico y transmembrana de una proteina NA, y comprende ademas el
dominio del tallo completo, o un fragmento del mismo, de una proteina NA que precede a su cabeza globular y el
ectodominio de una proteina NDV HN.

Como alternativa al reemplazo de la proteina NA del virus de la gripe aviar, se pueden utilizar técnicas "genéticas
inversas" y bicistronicas para producir un virus de la gripe aviar quimérico que comprende un ectodominio de una
proteina NDV HN y los dominios TM y/o CT de un virus de la gripe. Ver, por ejemplo, la patente de los EE.UU. N°
6.887.699, la patente de EE.UU. N° 6.001.634, la patente de EE.UU. N° 5.854.037 y la patente de EE.UU. N°.
5.820.871.

Se describen en este documento secuencias de nucledtidos (es decir, segmentos recombinantes) que codifican las
proteinas de fusidon descritas en esta Seccidon 5.1.3. En algunos aspectos de la descripcion, los segmentos
recombinantes que comprenden acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusién descritas en la Seccion 5.1.3
comprenden sefiales de incorporacion 3' y 5 que son necesarias para la replicacion, transcripcion y
empaquetamiento adecuados de los ARNv (Fujii et al., 2003, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 2002-2007; Zheng, et
al., 1996, Virology 217: 242 - 251). En otro aspecto de la descripcién, los segmentos recombinantes usan, por lo
tanto, las secuencias 3' y 5' no codificantes y/o no traducidas de segmentos de virus dentro del mismo tipo o cepa
viral que el virus de la gripe aviar estructural. En algunos aspectos de la descripcion, el segmento recombinante
comprende acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusién descritas en la Seccién 5.1.3 comprenden la
region no codificante 3' de un ARNv de NA del virus de la gripe, correspondiendo la region codificante NA a los
dominios CT y TM de la proteina NA, de 1 a 15, de 1a 10,de 1 a 5, de 1 a 3, 2 6 1 residuo(s) del ectodominio de la
proteina NA del virus de la gripe que estan inmediatamente adyacentes al dominio transmembrana de la proteina NA
del virus de la gripe, las regiones no traducidas del marco de lectura de la proteina NA y la region 5' no codificante
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del ARNv de NA. En otros aspectos de la descripcion, un segmento recombinante comprende, orden de 3' a 5', la
region no codificante 3' del ARNv de WSN NA (19 nucleétidos), nucledtidos que codifican los residuos de
aminoacido 1-36 (108 nucledtidos) de la region codificante de NA, nucledtidos que codifican los residuos de
aminoacidos 51-568 de la proteina NDV B1 HN, dos codones de terminacion secuenciales, 157 nucleétidos del
marco de lectura no traducido de WSN NA vy la regién no codificante 5' del ARNv de WSN (28 nucleétidos). Ver FIG.
1.

La sustitucion de la proteina NA del virus de la gripe estructural o la introduccién de un segmento recombinante en el
genoma viral puede atenuar el virus quimérico resultante, es decir, el virus quimérico exhibira una replicacion
deteriorada con respecto al tipo silvestre. En ciertos aspectos de la descripcién, se desea una atenuacién del virus
quimérico de modo que el virus quimérico permanezca, al menos parcialmente, infeccioso y pueda replicarse in vivo,
pero solo genere titulos bajos que den como resultado niveles subclinicos de infeccion que no son patégenos.
Dichos virus quiméricos atenuados son especialmente adecuados para aspectos de la descripciéon en los que el
virus se administra a un sujeto para actuar como un inmundgeno, por ejemplo, una vacuna viva. Los virus pueden
atenuarse mediante cualquier método conocido en la técnica y/o ejemplificado en la presente, por ejemplo,
modificando el virus para que comprenda una mutacion en el gen NS1 o comprender una modificacién en la
secuencia de aminoacidos polibasicos antes del sitio de escisidon en la proteina HA (véanse los documentos US
6.468.544, US 6.669.943, Li et al., J. Infect. Dis. 179: 1132-1138).

En un aspecto de la descripcion, un virus de la gripe aviar quimérico atenuado de la invencion comprende un
genoma que comprende una mutacion en el gen NS1 del virus de la cadena principal de la gripe aviar, que se
conoce en otros virus de la gripe que disminuye la capacidad del producto del gen NS1 para antagonizar una
respuesta al interferon celular. En otro aspecto de la descripcién, un virus de la gripe aviar quimérico atenuado
comprende un genoma que comprende una mutacion en el gen HA del virus de la cadena principal de la gripe aviar,
que se conoce en otros virus de la gripe que disminuye o elimina la capacidad de las proteasas celulares para
escindir la proteina en su forma activa y de ese modo reducir o eliminar la fusion e infectividad inducida por AH. En
todavia otro aspecto de la descripcion mas, un virus de la gripe aviar quimérico atenuado comprende un genoma
que comprende una mutacion tanto en el gen HA como en el gen NS1 del virus de la cadena principal de la gripe
aviar, que se sabe que en otros virus gripales, tanto por separado como cuando se combinan, reducen o disminuyen
la actividad viral. Los titulos de virus de la gripe aviar atenuados-quiméricos y salvajes pueden determinarse
utilizando cualquier técnica bien conocida en la técnica o descrita en este documento (por ejemplo, ensayos de
hemaglutinaciéon, ensayos de placa, dosis infecciosas de huevo (EID50), dosis infecciosas de cultivo tisular
(TCID50), etc.) y los virus pueden propagarse en las condiciones descritas en este documento o bien conocidas en
la técnica (por ejemplo, en células CEF, células MDCK (por ejemplo, en MEM, suero de ternera fetal al 10% v/v
(FCS), 1% de penicilina/estreptomicina a 37°C en una incubadora humidificada con 5% de CO,) o huevos de gallina
embrionados (por ejemplo, en una incubadora estacionaria a 37°C con 55% de humedad relativa). Alternativamente,
los virus pueden propagarse en células (por ejemplo, células CEF, células MDCK, etc.) que crecen en medio sin
suero o reducido en suero (por ejemplo, tripsina TPCK).

5.2 Virus quimérico de la enfermedad de Newcastle

La presente invencion abarca el disefio de un virus de la enfermedad de Newcastle ("NSV") de modo que al menos
una proteina de fusion esta codificada por el genoma y, cuando se expresa, se incorpora al virion. Cualquier tipo o
cepa de NDV que pueda manipularse para expresar e incorporar al menos una proteina de fusién en el virién del
NDV puede seleccionarse y usarse de acuerdo con la invencién, que incluye, pero no se limita a, cepas naturales,
variantes o mutantes, virus mutagenizados, reordenantes y/o virus genéticamente modificados. En una realizacion
especifica, el NDV es un virus natural. En otra realizacion especifica, el NDV es un virus genéticamente modificado.
Por ejemplo, como se describe en este documento, cepas mutantes del NDV recombinante, rNDV/F2aa vy
rNDV/F3aa, en las que el sitio de escision de la proteina F se reemplazé con uno que contiene uno o dos residuos
de arginina adicionales, permitiendo que el sitio de escision mutante sea activado por proteasas expresadas de
forma ubicua de la familia furin, pueden usarse de acuerdo con los métodos de la invencion.

Los ejemplos no limitantes de NDV que pueden usarse de acuerdo con los métodos de la invencion incluyen B1,
LaSota, YG97, MET95 y F48E9. En una realizacion especifica, el NDV o rNDV quimérico de la invencion comprende
una proteina de fusién que contiene el ectodominio de una proteina HA de gripe; en un ejemplo especifico de
acuerdo con esta realizacion, la proteina HA de la gripe es la proteina HA de la gripe H7.

De forma general, la presente invencion proporciona un NDV quimérico, que comprende al menos una proteina de
fusion que tiene un ectodominio (ED), o fragmento del mismo, de una proteina de un agente infeccioso distinto de
una proteina NDV y los dominios de citoplasma (CT) y/o transmembrana (TM) de una glucoproteina NDV esencial.
También se describe en este documento un NDV quimérico, que comprende al menos una proteina de fusién que
tiene un ED, o fragmento del mismo, y un dominio TM de una proteina de un agente infeccioso distinto de una
glicoproteina NDV y la CT de una glucoproteina NDV esencial. Se describe en este documento ademas un NDV
quimérico, que comprende una proteina de fusién que tiene un ED, o un fragmento del mismo, y un dominio CT de
una proteina de un agente infeccioso distinto de una glicoproteina NDV y un dominio TM de una glucoproteina NDV
esencial. En otras palabras, el virus NDV sirve como la "estructura" que esta disefiada para expresar e incorporar a
su virién la proteina de fusion. La inclusién de los dominios TM y/o CT de una glicoproteina NDV esencial en la
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proteina de fusion permite que la proteina de fusidn se incorpore en el virién del NDV. Los dominios TM y/o CT de la
proteina de fusién pueden corresponder o derivarse de cualquier NDV que permita que la proteina de fusion se
incorpore en el virién de la cadena principal de NDV.

En ciertas realizaciones, los dominios TM y/o CT de la proteina de fusion corresponden a los dominios TM y/o CT de
un tipo o cepa diferente de NDV que el NDV de la cadena principal. En realizaciones preferidas, los dominios TM y/o
CT de la proteina de fusion corresponden a los dominios TM y/o CT de la cadena principal de NDV.

El virion de NDV comprende dos glucoproteinas de superficie principales: la proteina de fusion (F) y la
hemaglutinina-neuraminidasa (HN), que comprenden ambas un dominio citoplasmatico, un dominio transmembrana
y un ectodominio. Por consiguiente, en ciertas realizaciones, los dominios TM y CT de la proteina de fusiéon
corresponden a los dominios TM y CT de una proteina HN de un NDV.

Los dominios TM y CT de las proteinas NDV F y HN son estructuralmente distintos ya que los dominios estan
ubicados en el extremo C de la proteina F y en el extremo N de la proteina HN. Por lo tanto, cuando se disefia la
proteina de fusidn que se manipulara en el NDV, la orientacién del ectodominio del agente infeccioso a fusionar con
los dominios TM y/o CT de la glucoproteina NDV guiara la seleccion de los dominios TM y/o CT.

En ciertas realizaciones, la al menos una proteina de fusion del NDV quimérico comprende el dominio TMy de 1 a
15,de 1a10,de 1 a5, de 1a 3, 206 1residuos inmediatamente adyacentes del ectodominio de una glucoproteina
NDV esencial. Por ejemplo, segun la descripcion, la proteina de fusion comprende el dominio transmembrana de
una proteina F de NDV, de 1a 15, de 1 a 10, de 1 a 5, de 1 a 3, 2 6 1 residuo(s) inmediatamente adyacente(s) del
ectodominio de la proteina F de NDV, y el ectodominio, o fragmento del mismo, de un agente infeccioso distinto del
NDV de manera que la proteina de fusién pueda reemplazar funcionalmente la funcién de la proteina F. En otro
aspecto de la descripcion, la proteina de fusion comprende los dominios citoplasmatico y transmembrana de una
proteina F de NDV, de 1 a 15, de 1a 10,de 1 a 5,de 1 a 3, 2 6 1 residuo(s) del ectodominio de la proteina F de
NDV que estan inmediatamente adyacentes al dominio transmembrana de la proteina F de NDV, y el ectodominio, o
fragmento del mismo, de un agente infeccioso distinto de NDV de modo que la proteina de fusion pueda reemplazar
funcionalmente a la proteina F. En una realizacién especifica, la proteina de fusién comprende el dominio
transmembrana de una proteina NDV HN, de 1 a 15,de 1a 10, de 1a 5, de 1 a 3, 2 6 1 residuo(s) inmediatamente
adyacente(s) del ectodominio de la proteina NDV HN, y el ectodominio, o fragmento del mismo, de un agente
infeccioso distinto de NDV de manera que la proteina de fusién pueda reemplazar funcionalmente la funcién de la
proteina HN. En ofra realizacién especifica, la proteina de fusion comprende los dominios citoplasmatico y
transmembrana de una proteina NDV HN, de 1 a 15, de 1a 10, de 1a 5, de 1 a 3, 2 6 1 residuo(s) del ectodominio
de la proteina NDV HN que estan inmediatamente adyacentes al dominio transmembrana de la proteina NDV HN, y
el ectodominio, o fragmento del mismo, de un agente infeccioso distinto de NDV de manera que la proteina de fusion
pueda reemplazar funcionalmente a la proteina HN.

En ciertas realizaciones, una glucoproteina de superficie de NDV (es decir, la proteina HN) se reemplaza por una
proteina de fusién que suministra la funcion o funciones requeridas de la glicoproteina NDV. De acuerdo con estas
realizaciones, el ectodominio de la proteina de fusiéon se debe seleccionar de manera que suministre la funcién o
funciones requeridas de la glicoproteina NDV reemplazada. En otras realizaciones, la proteina de fusién se expresa
e incorpora en el virién del NDV ademas de las glucoproteinas de superficie de NDV nativas.

En ciertas realizaciones, la al menos una proteina de fusiéon del NDV quimérico de la invencién no comprende el
ectodominio completo de una proteina heteréloga (por ejemplo, comprende un fragmento antigénico del ectodominio
de una proteina de un agente infeccioso heterologo), y puede o no puede comprender adicionalmente uno o mas
fragmentos del ectodominio de una glucoproteina esencial nativa. Por consiguiente, en ciertas realizaciones, el
ectodominio de la proteina de fusion puede comprender un fragmento del ectodominio de una proteina de un agente
infeccioso heterdlogo. En otras realizaciones, el ectodominio de la proteina de fusidon puede comprender fragmentos
tanto de una glucoproteina esencial nativa como de una proteina de un agente infeccioso heterdlogo. En
realizaciones en las que la proteina de fusién reemplaza una glucoproteina de superficie esencial, la proteina de
fusion debe suministrar la funcion de la glicoproteina de superficie, es decir, la proteina de fusién debe exhibir la
funcionalidad de la glucoproteina de superficie que esta reemplazando.

Siempre que la proteina de fusién descrita en esta Seccién 5.2 no sea necesaria para reemplazar la funcién de una
glucoproteina viral necesaria, el ectodominio de la proteina de fusién puede corresponder o derivarse de cualquier
molécula heterdloga, incluido, entre otros, cualquier agente infeccioso antigeno (incluidos los antigenos de agentes
infecciosos viricos, bacterianos y parasitarios) y cualquier antigeno de enfermedad. Ejemplos no limitativos de
antigenos de agentes infecciosos y/o antigenos de enfermedad se proporcionan en la Seccion 5.3, mas adelante.

La presente invencion abarca secuencias de nucleétidos que codifican las proteinas de fusion descritas en esta
Seccioén 5.2. En algunos aspectos de la descripcién, una secuencia de nucleétidos comprende acidos nucleicos que
codifican una secuencia de Kozak, seguido del extremo del gen, nucledétido intercistronico (T) y secuencia de inicio
del gen de la proteina F de NDV, seguido de la region 5' no traducida y ORF de la proteina HA de H7N2.
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En realizaciones preferidas, las cepas de NDV usadas de acuerdo con la invencion son las cepas lentogénicas del
virus, es decir, aquellas cepas que tipicamente exhiben una baja virulencia o infecciéon asintomatica en aves, por
ejemplo, cepa B1, cepa LaSota o cepa Met95. La invencion también abarca el uso de cepas altamente virulentas de
NDV, por ejemplo, las cepas YG97 o F48E9 o NDV que se han modificado por recombinacion genética usando
métodos conocidos en la técnica o ejemplificados en este documento. En una realizacion especifica, la invencion
abarca el uso de un NDV en el que la proteina F de NDV se ha modificado genéticamente en el sitio de escision
para aumentar la actividad fusogénica. En un ejemplo especifico de acuerdo con esta invencion, la proteina F
modificada comprende de dos a tres mutaciones de aminoacidos en el sitio de corte F. La sustitucion de una
proteina de superficie necesaria del virus principal o la introduccién de una secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina de fusién en el genoma viral puede atenuar, o atenuar ain mas, el virus quimérico resultante, es decir,
el virus quimérico exhibira una replicacion deteriorada en relacion con el tipo salvaje. En ciertas realizaciones de la
invencion, se desea una atenuacién, o una atenuacién adicional, del virus quimérico de modo que el virus quimérico
permanezca, al menos parcialmente, infeccioso y pueda replicarse in vivo, pero solo genere titulos bajos que den
lugar a niveles subclinicos de infecciéon que no sean patdégenos. Dichos virus quiméricos atenuados son
especialmente adecuados para las realizaciones de la invencién en las que el virus se administra a un sujeto para
actuar como un inmundgeno, por ejemplo, una vacuna viva. Los virus pueden atenuarse mediante cualquier método
conocido en la técnica.

5.3 Antigenos que pueden disefarse para los virus quiméricos de la invencion

De acuerdo con la descripcion, cualquier molécula heteréloga puede manipularse en la cadena principal del virus
para provocar una respuesta inmune a dicha molécula. En una realizacidon especifica, cualquier antigeno de
cualquier patégeno infeccioso o asociado con cualquier enfermedad que sea capaz de desencadenar una respuesta
inmune puede manipularse en una cadena principal del NDV. En una realizacion especifica, el antigeno es una
glucoproteina. En ciertas realizaciones preferidas, el antigeno es capaz de reemplazar funcionalmente una
glicoproteina esencial de un NDV. En realizaciones especificas, el antigeno exhibe actividades de neuraminidasa o
hemaglutinina (por ejemplo, unién a receptor/fusogénica). Al seleccionar la cadena principal viral para expresar el
antigeno, se considera la orientacion del nucleétido que codifica el antigeno. Por ejemplo, cuando el antigeno esta
anclado naturalmente a través de su extremo amino, los dominios TM y CT o el dominio TM para usar en la
ingenieria de la proteina de fusion corresponderan a los dominios TM y CT o al dominio TM de una proteina viral
necesaria del virus estructural, o virus relacionado, que también esta anclado naturalmente a través de su extremo
amino, por ejemplo, la proteina N de la gripe o la proteina HN del virus de la enfermedad de Newcastle.

En una realizacion especifica, se modifica por ingenieria genética un antigeno virico en una cadena principal de
NDV, en el que el antigeno no se deriva de un paramixovirus. Los ejemplos no limitantes de antigenos virales
incluyen antigenos de adenoviridae (por ejemplo, mastadenovirus y aviadenovirus), herpesviridae (por ejemplo, virus
herpes simple 1, virus herpes simple 2, virus herpes simple 5, virus herpes simple 6, virus Epstein-Barr, HHV6-HHV8
y citomegalovirus), leviviridae (p. e€j., levirus, enterobacteria fase MS2, alolevirus), poxviridae (p. e€j.,
chordopoxvirinae, parapoxvirus, avipoxvirus, capripoxvirus, leporiipoxvirus, suipoxvirus, molluscipoxvirus vy
entomopoxvirinae), papovaviridae (p. ej., poliomavirus y papilomavirus), paramixoviridae (p. €j. virus parainfluenza 1,
mobillivirus (p. ej., virus del sarampion), rubulavirus (p. €j., virus de la parotiditis), pneumonovirinae (p. €j.,
neumovirus, virus sincitial respiratorio humano), virus sincitial respiratorio humano y metapneumovirus (p. €j.,
neumovirus aviar y metapneumovirus humano)), picornaviridae (p. €j., enterovirus, rhinovirus, hepatovirus (p. €j.,
virus de la hepatitis A humana), cardiovirus y apthovirus), reoviridae (p. €j., orthoreovirus, orbivirus, rotavirus,
cypovirus, fijivirus, phytoreovirus y oryzavirus), retroviridae (por ejemplo, retrovirus tipo B de mamifero, retrovirus tipo
C de mamifero, retrovirus tipo C aviar, grupo retrovirus tipo D, retrovirus BLV-HTLV, lentivirus (p. €j virus de la
inmunodeficiencia humana 1 y virus de la inmunodeficiencia humana 2 (por ejemplo, VIH gp160), spumavirus),
flaviviridae (por ejemplo, virus de la hepatitis C, virus del dengue, virus del Nilo occidental), hepadnaviridae (por
ejemplo, virus de la hepatitis B), togaviridae (por ejemplo, alfavirus ( €j., virus sindbis) y rubivirus (p. €j., virus de la
rubéola), rhabdoviridae (p. ej., vesiculovirus, lyssavirus, ephemerovirus, cytorhabdovirus y necleorhabdovirus),
arenaviridae (p. €j., arenavirus, virus de la coriomeningitis linfocitica, virus Ippy y virus de lassa) y coronaviridae (por
ejemplo, coronavirus y torovirus). En una realizaciéon especifica, el antigeno viral es HIV gp120, HIV nef, RSV F
glicoproteina, RSV G glicoproteina, virus de la gripe neuraminidasa, virus de la gripe hemaglutinina, HTLV tax, virus
del herpes simple glicoproteina (p. €j., gB, gC, gD y gE) o antigeno de superficie de hepatitis B, proteina E del virus
de la hepatitis C o proteina de pico de coronavirus. En ciertas realizaciones, el antigeno viral no es gp41. En ciertos
aspectos de la descripcion, el antigeno viral se deriva de un paramixovirus. En realizaciones especificas, el antigeno
viral no se deriva de un paramixovirus. En ciertas realizaciones, el antigeno virico se deriva del virus parainfluenza
humano tipo 1, virus parainfluenza humano tipos 3, un RSV o virus Sendai. En otras realizaciones alternativas, el
antigeno viral no se deriva del virus parainfluenza humano tipo 1, virus parainfluenza tipo 3, un RSV o del virus
Sendai. En realizaciones especificas, la cadena principal del virus es un virus de la gripe y el antigeno modificado
genéticamente en la cadena principal del virus de la gripe no es un antigeno de la gripe. En otras realizaciones
especificas, la cadena principal del virus es un NDV vy el antigeno modificado genéticamente en la cadena principal
de NDV no es un antigeno de NDV.

En otra realizaciéon, un antigeno bacteriano (por ejemplo, proteina de cubierta bacteriana o antigeno protector
asociado con dicha bacteria) se modifica por ingenieria genética en una cadena principal de NDV. Los ejemplos no
limitantes de antigenos bacterianos incluyen antigenos de bacterias de la familia Aquaspirillum, familia Azospirillum,
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familia Azotobacteraceae, familia Bacteroidaceae, especie Bartonella, familia Bdellovibrio, especie Campylobacter,
especie Chlamydia (p. €j., Chlamydia pneumoniae), familia Clostridium, Enterobacteriaceae (p. €j., especie
Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacter aerogenes, especies Erwinia, Escherichia coli, especies Hafnia, especies
Klebsiella, especies Morganella, Proteus vulgaris, Providencia, especies Salmonella, Serratia marcescens y Shigella
flexneri), familia Gardinella, Haemophilus influenzae, familia Halobacteriaceae, familia Helicobacter, familia
Legionallaceae, especies de Listeria, familia Methylococcaceae, micobacterias (p. ej., Mycobacterium tuberculosis),
familia Neisseriaceae, familia Oceanospirilum, familia Pasteurellaceae, especie Pneumococcus, especie
Pseudomonas, familia Rhizobiaceae, familia Spirillum, familia Spirosomaceae, Staphylococcus (p. €j.,
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y Staphylococcus pyrogenes), Streptococcus (por ejemplo,
Streptococcus enteritidis, Streptococcus fasciae, y Streptococcus pneumoniae), familia Yersinia, Bacillus antracis y
familia Vampirovibrio.

En otras realizaciones, un antigeno protector asociado con un parasito (por ejemplo, un protozoo) se modifica por
ingenieria genética en una cadena principal de NDV. Cualquier antigeno asociado con un parasito o antigeno
protector de un parasito (por ejemplo, un protozoo) se puede usar de acuerdo con la presente invencion. Los
ejemplos no limitantes de antigenos de parasitos incluyen antigenos de un parasito tal como una ameba, un parasito
de la malaria, Plasmodium, Trypanosoma cruzi.

En ofra realizacion, se disefia un antigeno fungico en una cadena principal de NDV. Los ejemplos no limitantes de
antigenos fungicos incluyen antigenos de especies de hongos de Absidia (por ejemplo, Absidia corymbifera y
Absidia ramosa), especies de Aspergillus (por ejemplo, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
nidulans, Aspergillus niger y Aspergillus terreus), Basidiobolus ranarum, Blastomyces dermatitidis, especies de
Candida (p. €j., Candida albicans, Candida glabrata, Candida kerr, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida
pseudotropicalis, Candida quillermondii, Candida rugosa, Candida stellatoidea y Candida tropicalis), Coccidioides
immitis, especies de Conidiobolus, Cryptococcus neoformans, especies de Cunninghamella, dermatofitos,
Histoplasma capsulatum, Microsporum gypseum, Mucor pusillus, Paracoccidioides brasiliensis, Pseudallescheria
boydii, Rhinosporidium seeberi, Pneumocystis carinii, especies de Rhizopus (p. €j., Rhizopus arrhizus, Rhizopus
oryzae y Rhizopus microsporus), especies de Saccharomyces, Sporothrix schenckii, zigomicetos, y clases tales
como Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes, Deuteromycetes y Oomycetes.

En otra realizacion, un antigeno asociado a un tumor se modifica por ingenieria genética en una cadena principal de
NDV. Cualquier antigeno asociado a tumor conocido en la técnica se puede usar de acuerdo con la presente
invencion. Los ejemplos no limitantes de antigenos asociados a tumores incluyen MAGE-1, MAGE-3, BAGE, GAGE-
1, GAGE-2, N-acetilglucosaminiltransferasa-V, p-15, MART-1/MelanA, TRP-1 (gp75), Tirosinasa, quinasa 4
dependiente de ciclina, B-catenina, MUM-1, CDK4, HER-2/neu, virus del papiloma humano-E6, virus del papiloma
humano E7, MUC-1, caspasa-8, CD5, CD20, CEA, mucina-1, Lewis*, CA-125, receptor del factor de crecimiento
epidérmico, p185HER2, IL-2R, Fap-a, tenascina, antigenos asociados con una metaloproteinasa y CAMPATH-1.

5.4 Construccion y propagacion de virus quiméricos de la invencion

Los virus NDV quiméricos de la invencion se pueden generar usando la técnica de la genética inversa. La técnica de
la genética inversa implica la preparacion de ARN virales recombinantes sintéticos que contienen las regiones no
codificantes del ARN virico de cadena negativa que son esenciales para el reconocimiento por polimerasas virales y
para las sefiales de empaquetamiento necesarias para generar un virion maduro. Los ARN recombinantes se
sintetizan a partir de un molde de ADN recombinante y se reconstituyen in vitro con complejo de polimerasa viral
purificado para formar ribonucleoproteinas recombinantes (RNP) que se pueden usar para transfectar células. Se
logra una transfeccion mas eficiente si las proteinas de la polimerasa viral estan presentes durante la transcripcion
de los ARN sintéticos, ya sea in vitro o in vivo. Los RNP recombinantes sintéticos pueden ser rescatados en
particulas de virus infecciosos. Las técnicas anteriores se describen en la patente de EE.UU. Niumero 5.166.057
expedida el 24 de noviembre de 1992; en la patente de los EE. UU. No. 5.854.037 expedida el 29 de diciembre de
1998; en la Publicacion de Patente Europea EP 0702085A1, publicada el 20 de febrero de 1996; en la solicitud de
patente de EE. UU. No. 09/152.845; en las Publicaciones de Patentes Internacionales PCT W097/12032 publicada
el 3 de abril de 1997; W096/34625 publicada el 7 de noviembre de 1996; en la Publicacién de Patente Europea EP
A780475; WO 99/02657 publicada el 21 de enero de 1999; WO 98/53078 publicada el 26 de noviembre de 1998;
WO 98/02530 publicado el 22 de enero de 1998; WO 99/15672 publicada el 1 de abril de 1999; WO 98/13501
publicada el 2 de abril de 1998; el documento WO 97/06270 publicado el 20 de febrero de 1997; y EPO 780 475A1
publicado el 25 de junio de 1997.

La tecnologia de plasmidos sin auxiliares también se puede utilizar para disefiar un virus quimérico de la presente
descripcion. Brevemente, con respecto al virus de la gripe, los ADNc de longitud completa de segmentos virales se
amplifican usando PCR con cebadores que incluyen sitios de restriccion Unicos, que permiten la insercion del
producto de PCR en el vector plasmidico (Flandorfer et al., 2003, J. Virol. 77:9116-9123; Nakaya et al., 2001, J.
Virol. 75: 11868-11873). El vector plasmidico esta disefiado para posicionar el producto de la PCR entre un promotor
de ARN polimerasa | humana truncado y una secuencia de ribozima del virus de la hepatitis delta de manera que se
produce un transcrito negativo exacto (sentido de ARNv) a partir del promotor de la polimerasa |. Los vectores
plasmidicos separados que comprenden cada segmento viral asi como los vectores de expresion que comprenden
proteinas virales necesarias se transfectan en células que conducen a la produccién de particulas virales
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recombinantes. Para una descripcion detallada de la tecnologia de plasmidos sin auxiliares véase, por ejemplo, la
Publicacion Internacional N° WO 01/04333; Pat. U.S. No. 6.649.372; Fodor et al., 1999, J. Virol. 73:9679-9682;
Hoffmann et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 6108 - 6113; y Neumann et al., 1999, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 96: 9345-9350. De forma similar, con respecto al genoma de segmento unico de NDV, se construyé un ADNc
completo de la cepa Hitchner B1, se insertd en un vector plasmidico y se manipuld para que contuviera un sitio de
restriccion unico entre los genes P y M. La proteina de fusion disefiada de acuerdo con la invencion puede luego
insertarse en el genoma viral en el Unico sitio de restriccion. El segmento individual se colocd entre un promotor T7 y
la ribozima del virus de la hepatitis delta para producir una transcripcion negativa exacta de la polimerasa T7. El
vector plasmidico y los vectores de expresion que comprenden las proteinas viricas necesarias se transfectan en
células que conducen a la produccion de particulas virales recombinantes (véase Swayne et al., 2003, Avian Dis. 47:
1047-1050 y Swayne et al., 2001, J. Virol. 11868-11873).

Los virus de la gripe quiméricos de la descripcion se pueden disefiar para que contengan segmentos de ARN que
sean bicistronicos. Las técnicas bicistronicas permiten la modificacién genética de secuencias de codificacion de
multiples proteinas en un solo ARNm mediante el uso de secuencias IRES. Las secuencias IRES dirigen el
reclutamiento interno de ribozomas a la molécula de ARN y permiten la traduccion aguas abajo de una manera
independiente de la tapa. Brevemente, se inserta una region codificante de una proteina en el ORF de una segunda
proteina. La insercion esta flanqueada por un IRES y cualquier secuencia de sefal no traducida necesaria para la
expresion y/o funcién adecuadas. La insercion no debe interrumpir el marco de lectura abierto, la poliadenilaciéon o
los promotores transcripcionales de la segunda proteina (véanse, por ejemplo, Garcia-Sastre et al., 1994, J. Virol.
68: 6254-6261 y Garcia-Sastre et al., 1994 Dev. Biol. Stand. 82: 237-246).

5.4.1 Propagacion de virus quiméricos

Los virus quiméricos de la presente invencion se pueden propagar en cualquier sustrato que permita que el virus
crezca a titulos que permitan los usos de los virus quiméricos descritos en este documento. En una realizacion, el
sustrato permite que los virus quiméricos crezcan a titulos comparables a los determinados para los virus de tipo
silvestre correspondientes. En una realizacion especifica, los virus de la gripe quiméricos atenuados de la invencion
se propagan en sustratos deficientes en IFN.

Los virus quiméricos de la invencion pueden crecer en células (por ejemplo, células de aves, células de pollo, etc.)
que son susceptibles a la infeccién por virus, huevos embrionados o animales (por ejemplo, aves). Tales métodos
son bien conocidos por los expertos en la técnica. En un aspecto, las células usadas para propagar los virus de la
gripe atenuados con una actividad antagonista de interferon reducida son deficientes en IFN. En otro aspecto, los
virus aviares quiméricos de la invencion se propagan en células de pollo o huevos embrionados. Las células de pollo
representativas incluyen, pero no se limitan a, fibroblastos de embrién de pollo o células de rifion de embrion de
pollo.

Los virus quiméricos de la invencidon se pueden propagar en huevos embrionados, por ejemplo, de 6 a 14 dias de
edad. Los huevos embrionados jovenes o inmaduros pueden usarse para propagar los virus de la gripe quiméricos
atenuados de la invencién. Los huevos embrionados inmaduros abarcan huevos que tienen menos de diez dias de
edad, por ejemplo, huevos de 6 a 9 dias que son deficientes en INF. Los huevos embrionados inmaduros también
abarcan huevos que imitan artificialmente a los huevos inmaduros con menos de diez dias de edad, como resultado
de alteraciones en las condiciones de crecimiento, por ejemplo, cambios en las temperaturas de incubacion; tratar
con farmacos; o cualquier otra alteracién que resulte en un huevo con un desarrollo retardado, de modo que el
sistema IFN no esté completamente desarrollado en comparacién con los huevos de diez a doce dias de edad. Los
virus quiméricos de la invencion se pueden propagar en diferentes ubicaciones del huevo embrionado, por ejemplo,
la cavidad alantoica. Para una discusion detallada sobre los virus de crecimiento y propagacion, en particular, los
virus de la gripe atenuados con una actividad antagonista de interferén reducida, véanse, por ejemplo, las patentes
de EE.UU. N° 6.852.522 y la patente de EE.UU. N° 6.852.522.

Para el aislamiento del virus, el virus quimérico se elimina del cultivo celular y se separa de los componentes
celulares, tipicamente por procedimientos de clarificacion bien conocidos, por ejemplo, tal como la centrifugacion en
gradiente y la cromatografia en columna, y puede purificarse adicionalmente segun se desee usando procedimientos
bien conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, ensayos de placa.

5.5 Usos de virus quiméricos

El NVD quimérico de la presente invencién, como se define en las reivindicaciones, puede usarse en métodos para
inducir una respuesta inmune a NDV y/o un agente infeccioso o enfermedad en un ave y/o ser humano asociado con
el antigeno de la proteina de fusién HN.

De forma general, los virus quiméricos de la invenciéon se pueden usar en inmunizacién activa en un sujeto. En un
aspecto, los virus quiméricos de la invencién se pueden usar para prevenir, controlar y tratar una o mas
enfermedades. En un aspecto especifico, los virus quiméricos de la invenciéon pueden usarse para prevenir, controlar
y/o tratar infecciones por dos agentes infecciosos. Ver la Seccion 5.5.1 para una descripcion de la formulacion
inmunogénica y usos de esas formulaciones para inducir una respuesta inmune en un sujeto. Los virus quiméricos
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de la invencion también se pueden usar para producir anticuerpos que se pueden usar en inmunoensayos
diagndsticos, inmunoterapia pasiva y generacion de anticuerpos antiidiotipicos. Por ejemplo, un virus de la gripe
quimérico que comprende una proteina de fusion que tiene un ectodominio de un agente infeccioso distinto de un
virus de la gripe puede administrarse a un sujeto (por ejemplo, un ratén, rata, cerdo, caballo, burro, pajaro o ser
humano) para generar anticuerpos tanto para el agente estructural de la gripe como para el agente infeccioso que
luego puede aislarse y usarse en ensayos diagndsticos, inmunoterapia pasiva y generacion de anticuerpos
antiidiotipicos. Los anticuerpos generados pueden aislarse por técnicas estandar conocidas en la técnica (por
ejemplo, cromatografia de inmunoafinidad, centrifugacién, precipitacion, etc.) y usarse en inmunoensayos
diagnésticos, inmunoterapia pasiva y generacion de anticuerpos antiidiotipicos. Los anticuerpos aislados antes de
usarse en la inmunoterapia pasiva pueden modificarse, por ejemplo, los anticuerpos pueden ser quimerizados o
humanizados. Ver, por ejemplo, las patentes de los EE.UU. Nos. 4.444.887 y 4.716.111; y las Publicaciones
Internacionales Nos. WO 98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, W098/16654, WO 96/34096, WO 96/33735, y
WO 91/10741, para revisiones en la generacion de anticuerpos quiméricos y humanizados.

Para los anticuerpos producidos por los virus quiméricos para su uso en la inmunizacién pasiva, la dosificacion
administrada a un sujeto es tipicamente de 0,0001 mg/kg a 100 mg/kg del peso corporal del paciente.
Preferiblemente, la dosificacion administrada a un paciente esta entre 0,0001 mg/kg y 20 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 10
mg/kg, 0,0001 mg/kg y 5 mg/kg, 0,0001 y 2 mg/kg, 0,0001 y 1 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,75 mg/kg, 0,0001 mg/kg y
0,5 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,25 mg/kg, 0,0001 y 0,15 mg/kg, 0,0001 y 0,10 mg/kg, 0,001 y 0,5 mg/kg, 0,01 y 0,25
mg/kg o 0,01 y 0,10 mg/kg del peso corporal del sujeto. Los anticuerpos producidos por los virus quiméricos de la
invencion pueden administrarse con otras composiciones profilacticas o terapéuticas para la inmunizacién de nuevo
o el tratamiento, control o prevencién de una enfermedad o afeccién infecciosa, o sintoma de la misma. La
administracion de dosis de anticuerpos producidos por los virus quiméricos de la invencion puede ser mediante
inyeccién en bolo o administrada mas lentamente por IV (por ejemplo, durante aproximadamente 5 minutos,
aproximadamente 15 minutos, aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 45 minutos, aproximadamente 1
hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 4 horas, o aproximadamente 6 horas). Las dosis de los
anticuerpos producidos por los virus quiméricos de la invencién también pueden repetirse (p. €j., todos los dias, cada
2 dias, cada 3 dias, cada semana, cada 2 semanas, cada 3 semanas, cada 6 semanas, cada 9 semanas, cada 12
semanas, cada 4 meses, cada 6 meses, cada 12 meses, cada 18 meses o cada 2 afios) durante el transcurso del
tratamiento (p. €j., 2 semanas, 1 mes, 2 meses, 4 meses, 6 meses, 8 meses, 10 meses, 12 meses, 16 meses, 20
meses 0 24 meses 0 mas). En ciertas realizaciones, los anticuerpos producidos por los virus quiméricos de la
invencion se pueden administrar por via parenteral, por ejemplo, por via intravenosa, intramuscular o subcutanea, o,
alternativamente, se pueden administrar por via oral o intranasal. Los anticuerpos producidos por los virus
quiméricos de la invencion también se pueden administrar como una formulacién de liberacién sostenida.

Los anticuerpos aislados de sujetos a los que se les administré un virus quimérico de la invencion también pueden
usarse para controlar el tratamiento y/o la progresion de la enfermedad. Cualquier sistema de inmunoensayo
conocido en la técnica se puede usar para este propdsito, incluidos, entre otros, sistemas de ensayo competitivos y
no competitivos usando técnicas tales como radioinmunoensayos, ELISA (ensayos inmunoabsorbentes ligados a
enzimas), inmunoensayos "sandwich", reacciones de precipitina, reacciones de precipitina de difusion en gel,
ensayos de inmunodifusion, ensayos de aglutinacién, ensayos de fijacion del complemento, ensayos
inmunoradiométricos, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos de proteina A y ensayos de
inmunoelectroforesis, por nombrar algunos.

Los anticuerpos generados por los virus quiméricos de la invencion también pueden usarse en la produccion de
anticuerpos antiidiotipicos. El anticuerpo antiidiotipico puede usarse a su vez para la inmunizacién, para producir una
subpoblacién de anticuerpos que se unen a un antigeno inicial de la gripe quimérica (Jerne, 1974, Ann. Immunol.
(Paris) 125c: 373; Jerne et al., 1982, EMBO J. 1: 234).

En procedimientos de inmunizacion, la cantidad de inmundgeno a usar y el programa de inmunizaciéon seran
determinados por un médico experto en la técnica y se administraran por referencia a la respuesta inmune vy titulos
de anticuerpos del sujeto.

5.5.1 Formulaciones inmunogénicas

La presente invencion se refiere a formulaciones inmunogénicas que comprenden los NVD quiméricos de la
presente invencién como se define en las reivindicaciones, que pueden usarse en métodos para inducir una
respuesta inmune frente a NDV y/o un agente infeccioso o enfermedad asociada con el antigeno de la proteina de
fusion HN en un ave y/o un ser humano. La invencién también abarca el uso de los NDV quiméricos de la invencion
en formulaciones inmunogénicas, por ejemplo, formulaciones de vacunas. En los casos en que las formulaciones
inmunogénicas comprenden un virus de la gripe quimérico, las formulaciones pueden usarse en métodos para
prevenir, controlar, neutralizar, tratar y/o mejorar la infeccion por el virus de la gripe, y/o infecciones por otro agente
infeccioso y/o una enfermedad. En los casos en que las formulaciones inmunogénicas comprenden un NDV
quimérico, las formulaciones pueden usarse en métodos para prevenir, controlar, neutralizar, tratar y/o mejorar una
infeccion por NDV, infecciones por otro agente infeccioso y/o una enfermedad.
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Las formulaciones inmunogénicas pueden comprender un NDV quimérico vivo o inactivado de la invencion. El virus
quimérico puede inactivarse por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. Los métodos comunes usan
formalina y calor para la inactivacion. Ver, por ejemplo, la patente de los EE.UU. N ° 6.635.246. Otros métodos
incluyen los descritos en la patente de EE.UU. Nos. 5.891.705; 5.106.619 y 4.693.981.

Puede preferirse una formulaciéon inmunogénica viva porque la multiplicacion en el sujeto conduce a un estimulo
prolongado de tipo y magnitud similares a los que ocurren en las infecciones naturales y, por lo tanto, confiere
inmunidad sustancial y de larga duracion. La produccion de tales formulaciones inmunogénicas recombinantes vivas
puede realizarse usando métodos convencionales que implican la propagacion del virus quimérico en cultivo celular
o en huevos embrionados (por ejemplo, huevos embrionados de pollo) seguido de la purificacion. Ademas, los virus
quiméricos pueden inducir una respuesta de IFN robusta que tiene otras consecuencias biolégicas in vivo,
proporcionando proteccién contra infecciones posteriores.

En una realizacion preferida, las formulaciones inmunogénicas de la presente invencion comprenden una cantidad
eficaz de un NDV quimérico de la invencion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La expresion
"farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal o
enlistado en la Farmacopea de EE.UU. u otras farmacopeas generalmente reconocidas para su uso en animales vy,
mas particularmente, en seres humanos. El término "vehiculo" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o
vehiculo con el que se administra la composicion farmacéutica (por ejemplo, la formulacién inmunogénica o de
vacuna). Las soluciones salinas y soluciones acuosas de dextrosa y glicerol también se pueden emplear como
vehiculos liquidos, particularmente para soluciones inyectables. Los excipientes adecuados incluyen almidén,
glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, caliza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de
glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propilenglicol, agua, etanol y similares. Los
ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados se describen en "Remington's Pharmaceutical Sciences" por E. W.
Martin. La formulaciéon debe adecuarse al modo de administracién. La formulacién particular también puede
depender de si el virus quimérico esta vivo o inactivado.

Las formulaciones inmunogénicas de la invencion se pueden administrar a un sujeto no expuesto, es decir, un sujeto
que no tiene una enfermedad o no ha sido ni esta actualmente infectado con uno o ambos agentes infecciosos. En
una realizacion, las formulaciones inmunogénicas se administran a un sujeto no expuesto, es decir, un sujeto que no
tiene una enfermedad o no ha sido ni esta actualmente infectado con uno o ambos agentes infecciosos, pero esta en
riesgo de contraer dicha enfermedad (por ej., una infeccion viral). En una realizacion, las formulaciones
inmunogénicas de la invenciéon se administran a un sujeto que no tiene una enfermedad, o que no tiene y no esta
infectado con uno de los agentes infecciosos a los que el virus quimérico induce una respuesta inmune. En otra
realizacion, las formulaciones inmunogénicas de la invencion se administran a un sujeto que no ha sido ni esta
infectado con los dos agentes infecciosos a los que el virus quimérico induce una respuesta inmune. Las
formulaciones inmunogénicas de la invencion también pueden administrarse a un sujeto que estd y/o ha sido
infectado con uno o ambos de los agentes infecciosos u otro tipo, subtipo o cepa de los agentes a los que el virus
quimérico induce una respuesta inmune.

Se pueden usar muchos métodos para introducir las formulaciones inmunogénicas, por ejemplo, las formulaciones
de vacuna descritas anteriormente, estas incluyen, pero no se limitan a, rutas intranasal, intratraqueal, oral,
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, conjuntiva y subcutanea. En aves, los métodos pueden
incluir ademas la inoculacién coanal. Como alternativa a la administracion parenteral, la invenciéon también abarca
rutas de administracién masiva para fines agricolas tales como a través de agua potable o en forma de aerosol.
Puede ser preferible introducir la formulacién inmunogénica del virus de la gripe quimérico a través de la ruta natural
de infeccion del virus de tipo salvaje. Alternativamente, puede ser preferible introducir el virus quimérico de la
invencion a través de la ruta natural de infeccion del agente del que se deriva la proteina de fusion. La capacidad del
virus quimérico para inducir una respuesta inmune secretora y celular vigorosa puede usarse ventajosamente. Por
ejemplo, la infeccidon del tracto respiratorio por los virus quiméricos puede inducir una fuerte respuesta inmune
secretora, por ejemplo, en el sistema urogenital, con proteccién concomitante contra un agente causante de la
enfermedad particular. Ademas, en una realizacion preferida, puede ser deseable introducir las formulaciones
farmacéuticas de la invencién en los pulmones mediante cualquier ruta adecuada. La administracion pulmonar
también puede emplearse, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador, y la formulacién con un
agente de aerosol para usar como una pulverizacion.

En ciertas realizaciones, una formulacién inmunogénica de la invencién no da como resultado una proteccion
completa contra una infeccién (por ejemplo, una infeccién viral o infeccién por un agente infeccioso no viral), pero da
como resultado un titulo menor o un nimero reducido del patégeno (por ejemplo, un virus) en comparacioén con un
sujeto no tratado. En ciertas realizaciones, la administracion de las formulaciones inmunogénicas de la invencion
dan como resultado 0,5 veces, 1 vez, 2 veces, 4 veces, 6 veces, 8 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces,
50 veces, 75 veces, 100 veces, 125 veces, 150 veces, 175 veces, 200 veces, 300 veces, 400 veces, 500 veces, 750
veces, o 1.000 veces o mas de reduccion en el titulo del patégeno en relacion con un sujeto no tratado. Los
beneficios de una reduccion en el titulo, el numero o la carga total del patégeno incluyen, entre otros, una menor
gravedad de los sintomas de la infeccion y una reduccion en la duracion de la enfermedad o afeccion asociada con
la infeccion.
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En ciertas realizaciones, se usa una formulacién inmunogénica de la invencién para proteger contra una enfermedad
(por ejemplo, una infeccidon) en sujetos no expuestos. En un aspecto de la descripcion, una formulacion
inmunogénica de la descripcion se usa para proteger contra una infeccion por el virus de la gripe y/o al menos otro
agente infeccioso que no es un virus de la gripe y/o proteger contra una enfermedad o sintoma asociado con la
infeccidon en un sujeto no expuesto. En otras realizaciones, se usa una formulaciéon inmunogénica de la invencion
para proteger contra la infeccion por NDV y/o al menos otro agente infeccioso y/o proteger contra una enfermedad o
sintoma asociado con los mismos en sujetos no expuestos. Los ejemplos no limitantes de dichos otros agentes
infecciosos son el virus del papiloma, virus del herpes, retrovirus (p. €j. VIH), virus de hepatitis, rinovirus, virus
sincicial respiratorio, NDV, citomegalovirus, adenovirus, Clostridia sp., Salmonella sp., Staphylococcus sp.,
Enterococcus sp., Vibrio sp., E. coli, Streptococcus equi, Mycoplasma pneumoniae, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa, y Dermatophilus congolensis, o un protozoo tal como la ameba, parasito de la malaria o
Trypanosoma cruzi.

El efecto profilactico y/o terapéutico de las formulaciones inmunogénicas de la invencidon se basan, en parte, en
lograr o inducir una respuesta inmune (por ejemplo, una respuesta inmune humoral). En un aspecto, las
formulaciones inmunogénicas inducen un titulo en suero detectable de un anticuerpo contra antigenos del virus
quimérico en el sujeto o en un modelo animal del mismo (por ejemplo, modelo de ratén, rata o canino). El titulo en
suero de un anticuerpo se puede determinar usando técnicas conocidas por los expertos en la técnica, por ejemplo,
inmunoensayos tales como ELISA. En una realizacion, los anticuerpos se unen especificamente a un antigeno de la
cadena principal del NDV quimérico. En otras realizaciones, los anticuerpos se unen especificamente a un antigeno
de la al menos una proteina de fusion, es decir, un antigeno del ectodominio de la proteina introducida asociada con
un agente o enfermedad infecciosa. En una realizacion especifica, los anticuerpos generados mediante la
administracion de una formulacién inmunogénica de la invencidn son anticuerpos neutralizantes.

En una realizacion, la administracion de un virus quimérico de la invencion a un sujeto o modelo animal del mismo
da como resultado un titulo sérico de aproximadamente 1 pg/ml, aproximadamente 2 pg/ml, aproximadamente 5
pg/ml, aproximadamente 6 pg/ml, aproximadamente 10 ug/ml, aproximadamente 15 pg/ml, aproximadamente 20
pg/ml, aproximadamente 25 pg/ml, aproximadamente 50 mg/ml, aproximadamente 75 mg/ml, aproximadamente 100
mg/ml, aproximadamente 125 mg/ml, aproximadamente 150 mg/ml, aproximadamente 175 mg/ml, aproximadamente
200 mg/ml, aproximadamente 225 mg/ml, aproximadamente 250 mg/ml, aproximadamente 275 mg/ml, o
aproximadamente 300 mg/ml o mas de un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno de la estructura del
virus quimérico. En otras realizaciones, la administracion de un virus quimérico de la invencion a un sujeto o modelo
animal del mismo da como resultado un titulo sérico de aproximadamente 1 pg/ml, aproximadamente 2 pg/ml,
aproximadamente 5 pg/ml, aproximadamente 6 pg/ml, aproximadamente 10 pg/ml, aproximadamente 15 ug/ml,
aproximadamente 20 pg/ml, aproximadamente 25 pg/ml, aproximadamente 50 mg/ml, aproximadamente 75 mg/ml,
aproximadamente 100 mg/ml, aproximadamente 125 mg/ml, aproximadamente 150 mg/ml, aproximadamente 175
mg/ml, aproximadamente 200 mg/ml, aproximadamente 225 mg/ml, aproximadamente 250 mg/ml, aproximadamente
275 mg/ml, o aproximadamente 300 mg/ml o mas de un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno de
proteina de fusion, es decir, un antigeno del ectodominio de la proteina introducida asociada con un agente
infeccioso o enfermedad. Preferiblemente un titulo sérico de aproximadamente 1 ug/ml, aproximadamente 2 ug/ml,
aproximadamente 5 pg/ml, aproximadamente 6 pg/ml, aproximadamente 10 pg/ml, aproximadamente 15 ug/ml,
aproximadamente 20 yg/ml, aproximadamente 25 ug/ml, aproximadamente 50 mg/ml, aproximadamente 100 mg/ml,
aproximadamente 150 mg/ml o aproximadamente 300 mg/ml o mas de tales anticuerpos se logra aproximadamente
20 dias (preferiblemente 25, 30, 35 6 40 dias) después de la administracion de una primera dosis de una formulacién
inmunogénica de la invencion y sin administracion de ninguna otra dosis de la formulacién. La respuesta inmune
puede determinarse en el sujeto o en un modelo animal, cuya respuesta se correlaciona o se extrapola luego a una
respuesta prevista en el sujeto, por ejemplo, un ser humano.

En un aspecto se describen en este documento métodos para prevenir al menos una enfermedad (por ejemplo, una
infeccion de gripe y/o infecciones por otro agente infeccioso que no es la gripe) en un sujeto, comprendiendo los
métodos administrar a dicho sujeto una primera dosis de un cantidad efectiva de una formulaciéon inmunogénica que
comprende un virus de la gripe quimérico de la descripcion, cuyo virus quimérico comprende una proteina de fusién
de una secuencia heteréloga (por ejemplo, un antigeno de enfermedad), en donde la cantidad efectiva es la cantidad
que resulta en un titulo en suero de aproximadamente 10 ug/ml, 20 ug/ml, 30 uyg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, 60 pg/ml, 70
pg/ml, 80 pg/ml, 100 pg/ml o mas de anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a un antigeno o epitopo
de la cadena principal del virus quimérico 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias
después de la primera administracion y antes de cualquier administracion posterior. En otro aspecto se describen en
este documento métodos para prevenir al menos una enfermedad (por ejemplo, una infeccién por gripe y/o
infecciones por otro agente infeccioso que no sea la gripe) en un sujeto, comprendiendo los métodos administrar a
dicho sujeto una primera dosis de un cantidad efectiva de una formulacién inmunogénica que comprende un virus de
la gripe quimérico de la descripcion, cuyo virus quimérico comprende una proteina de fusién de una secuencia
heterdloga (por ejemplo, un antigeno de enfermedad), en donde la cantidad efectiva es la cantidad que resulta en un
titulo en suero de aproximadamente 10 pug/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml, 40 pug/ml, 50 pyg/ml, 60 pg/ml, 70 ug/ml, 80 pg/ml,
100 ug/ml o mas de anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a un antigeno de la proteina de fusién (es
decir, un antigeno del ectodominio de la proteina introducida asociada con una enfermedad) a los 2 dias, 5 dias, 10
dias, 15 dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de la primera administracion y anterior a cualquier
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administracion posterior. La respuesta inmune puede determinarse en el sujeto o en un modelo animal, cuya
respuesta se correlaciona o se extrapola luego a una respuesta prevista en el sujeto, por ejemplo, un ser humano.
En un aspecto se describen en este documento métodos para prevenir una infeccion y/o infecciones por gripe aviar
por otro agente infeccioso que no sea la gripe aviar en un ave, comprendiendo el método administrar una primera
dosis de una formulacién inmunogénica que comprende un virus de la gripe aviar quimérico de la descripcion, cuyo
virus de la gripe aviar quimérico comprende una proteina de fusién que contiene una secuencia de proteina
heteréloga a dicho sujeto de una cantidad eficaz del virus aviar quimérico de la descripcion, en donde la cantidad
efectiva es la cantidad que da como resultado un titulo sérico de aproximadamente 10 pg/ml, 20 ug/ml, 30 pg/ml, 40
pg/ml, 50 pg/ml, 60 pg/ml, 70 ug/ml, 80 pg/ml, 100 ug/ml o mas de anticuerpos que se unen de forma
inmunoespecifica a un antigeno del virus quimérico y/o anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un
antigeno de la proteina de fusion 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de la
primera administracion y antes de cualquier administracion subsecuente. En algunos aspectos de la descripcion, la
dosis del virus de la gripe quimérico administrado al s%jeto o modelo animal es 102, 5 x 102, 103, 5 x 103, 104, 5 x
10%,10%, 5 x 10°, 10° 5 x 10°% 107, 5 x 107, 10%, 5 x 10°%, 1 x 10°, 5x 10%, 1 x 10"°, 5x 10", 1 x 10"", 5x 10" 0 10"
pfu.

En un aspecto, se describen en este documento métodos para tratar al menos una enfermedad (por ejemplo, una
infeccion por gripe y/o infecciones por otro agente infeccioso que no sea la gripe) en un sujeto, comprendiendo los
métodos administrar a dicho sujeto una primera dosis de un cantidad efectiva de una formulaciéon inmunogénica que
comprende un virus de la gripe quimérico de la descripcion, cuyo virus quimérico comprende una proteina de fusién
de una secuencia heteréloga (por ejemplo, un antigeno de enfermedad), en donde la cantidad efectiva es la cantidad
que resulta en un titulo en suero de aproximadamente 10 pug/ml, 20 ug/ml, 30 uyg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, 60 pg/ml, 70
pg/ml, 80 pg/ml, 100 pg/ml o mas de anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a un antigeno o epitopo
de la cadena principal del virus quimérico 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias
después de la primera administracion y antes de cualquier administracion posterior. En otro aspecto, se describen en
este documento métodos para tratar al menos una enfermedad (por ejemplo, una infeccién por gripe y/o infecciones
por otro agente infeccioso que no sea la gripe) en un sujeto, comprendiendo los métodos administrar a dicho sujeto
una primera dosis de un cantidad efectiva de una formulacion inmunogénica que comprende un virus de la gripe
quimérico de la descripcidn, cuyo virus quimérico comprende una proteina de fusidon de una secuencia heteréloga
(por ejemplo, un antigeno de enfermedad), en donde la cantidad efectiva es la cantidad que resulta en un titulo en
suero de aproximadamente 10 pg/ml, 20 pyg/ml, 30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, 60 pyg/ml, 70 ug/ml, 80 pg/ml, 100
pg/ml o mas de anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a un antigeno de la proteina de fusion (es decir,
un antigeno del ectodominio de la proteina introducida asociada con una enfermedad) a los 2 dias, 5 dias, 10 dias,
15 dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de la primera administracion y anterior a cualquier
administracion posterior. La respuesta inmune puede determinarse en el sujeto o en un modelo animal, cuya
respuesta se correlaciona o se extrapola luego a una respuesta prevista en el sujeto, por ejemplo, un ser humano.
En un aspecto se describen en este documento métodos para tratar una infeccién y/o infecciones por gripe aviar por
otro agente infeccioso que no sea la gripe aviar en un ave, comprendiendo el método administrar una primera dosis
de una formulacién inmunogénica que comprende un virus de la gripe aviar quimérico de la descripcion, cuyo virus
de la gripe aviar quimérico comprende una proteina de fusidon que contiene una secuencia de proteina heteréloga a
dicho sujeto de una cantidad eficaz del virus aviar quimérico de la descripcion, en donde la cantidad efectiva es la
cantidad que da como resultado un titulo sérico de aproximadamente 10 pg/ml, 20 yg/ml, 30 ug/ml, 40 pg/ml, 50
pg/ml, 60 pg/ml, 70 pg/ml, 80 ug/ml, 100 ug/ml o mas de anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a un
antigeno del virus quimérico y/o anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno de la proteina de
fusion 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de la primera administracion y
anterior a cualquier administracion posterior. En algunos aspectos, la dosis del virus de la gripe quimérico
administrado al sujeto o modelo animal es 10%, 5 x 102, 10, 5 x 10°, 10*, 5 x 10%, 10°, 5 x 10°, 10°, 5 x 10°, 107, 5 x
107,108, 5 x 108, 1 x 10°, 5x 10°, 1 x 10", 5x 10", 1 x 10", 5x 10" 0 10" pfu.

En un aspecto se describen en este documento métodos para controlar y/o mejorar al menos una enfermedad (por
ejemplo, una infeccidon por gripe y/o infecciones por otro agente infeccioso que no sea la gripe) en un sujeto,
comprendiendo los métodos administrar a dicho sujeto una primera dosis de una cantidad efectiva de una
formulacién inmunogénica que comprende un virus de la gripe quimérico de la descripcidon, cuyo virus quimérico
comprende una proteina de fusion de una secuencia heterdéloga (por ejemplo, un antigeno de enfermedad), en
donde la cantidad efectiva es la cantidad que da como resultado un titulo en suero de aproximadamente 10 ug/ml,
20 pg/ml, 30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pyg/ml, 60 pg/ml, 70 pug/ml, 80 ug/ml, 100 pg/ml o mas de anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente a un antigeno o epitopo de la cadena principal del virus quimérico 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15
dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de la primera administracion y antes de cualquier administracion
posterior. En otro aspecto se describen en este documento métodos para controlar y/o mejorar al menos una
enfermedad (por ejemplo, una infeccién por gripe y/o infecciones por otro agente infeccioso que no sea la gripe) en
un sujeto, comprendiendo los métodos administrar a dicho sujeto una primera dosis de una cantidad efectiva de una
formulacién inmunogénica que comprende un virus de la gripe quimérico de la descripcidon, cuyo virus quimérico
comprende una proteina de fusion de una secuencia heteréloga (por ejemplo, un antigeno de enfermedad), en
donde la cantidad efectiva es la cantidad que da como resultado un titulo en suero de aproximadamente 10 pug/ml,
20 pg/ml, 30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pyg/ml, 60 pg/ml, 70 pug/ml, 80 ug/ml, 100 pg/ml o mas de anticuerpos que se unen
de forma inmunoespecifica a un antigeno de la proteina de fusion (es decir, un antigeno del ectodominio de la
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proteina introducida asociada con una enfermedad) a los 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias o, preferiblemente,
30 dias después de la primera administracion y antes de cualquier administracion posterior. La respuesta inmune
puede determinarse en el sujeto o en un modelo animal, cuya respuesta se correlaciona o extrapola luego a una
respuesta prevista en el sujeto, por ejemplo, un ser humano. En un aspecto se describen en este documento
métodos para controlar y/o mejorar una infeccion y/o infecciones por gripe aviar por otro agente infeccioso que no
sea la gripe aviar en un ave, comprendiendo el método administrar una primera dosis de una formulacion
inmunogénica que comprende un virus de la gripe aviar quimérico de la descripcién, cuyo virus de la gripe aviar
quimérico comprende una proteina de fusidn que contiene una secuencia proteica heteréloga a dicho sujeto de una
cantidad eficaz del virus aviar quimérico de la descripcion, en donde la cantidad efectiva es la cantidad que da como
resultado un titulo en suero de aproximadamente 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml, 40 pug/ml, 50 pg/ml, 60 pg/ml, 70
pg/ml, 80 pug/ml, 100 pg/ml o mas de anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno del virus
quimérico y/o anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno de la proteina de fusion 2 dias, 5 dias,
10 dias, 15 dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de la primera administraciéon y anterior a cualquier
administracion posterior. En algunos aspectos, la dosis del virus de la gripe quimérico administrado al sujeto o
modelo animal es 107, 5 x 107, 10%, 5 x 10%, 10%, 5 x 10, 10°, 5 x 10°%, 10°%, 5 x 10°%, 107, 5 x 107, 10°, 5 x 10°, 1 x 10°,
5x10% 1x10" 5x10" 1x 10", 5x 10" 0 10" pfu.

En una realizacion, la presente invencién proporciona NDV quiméricos para usar en métodos para prevenir al menos
una enfermedad (por ejemplo, una infeccion por NDV y/o infecciones por otro agente infeccioso que no sea NDV) en
un sujeto, comprendiendo los métodos administrar a dicho sujeto una primera dosis de un cantidad efectiva de una
formulaciéon inmunogénica que comprende un NDV quimérico de la invencion, cuyo virus quimérico comprende una
proteina de fusidon de una secuencia heterdloga (por ejemplo, un antigeno de enfermedad), en donde la cantidad
efectiva es la cantidad que da como resultado un titulo en suero de aproximadamente 10 ug/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml,
40 pg/ml, 50 pg/ml, 60 pg/ml, 70 pug/ml, 80 pg/ml, 100 yg/ml o mas de anticuerpos que se unen de forma
inmunoespecifica a un antigeno o epitopo de la cadena principal del virus quimérico 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias,
20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de la primera administracion y antes de cualquier administracion
posterior. En otra realizacién, la presente invenciéon proporciona NDV quiméricos para usar en métodos para
prevenir al menos una enfermedad (por ejemplo, una infeccion por NDV y/o infecciones por otro agente infeccioso
que no sea NDV) en un sujeto, comprendiendo los métodos administrar a dicho sujeto una primera dosis de una
cantidad efectiva de una formulacion inmunogénica que comprende un NDV quimérico de la invencion, cuyo virus
quimérico comprende una proteina de fusion de una secuencia heteréloga (por ejemplo, un antigeno de
enfermedad), en donde la cantidad efectiva es la cantidad que da como resultado un titulo en suero de
aproximadamente 10 yg/ml, 20 pug/ml, 30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, 60 pyg/ml, 70 pyg/ml, 80 pg/ml, 100 yg/ml o mas
de anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a un antigeno de la proteina de fusion (es decir, un antigeno
del ectodominio de la proteina introducida asociada con una enfermedad) a los 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20
dias o, preferiblemente, 30 dias después de la primera administracion y antes de cualquier administracion posterior.
La respuesta inmune puede determinarse en el sujeto o en un modelo animal, cuya respuesta se correlaciona o
extrapola luego a una respuesta prevista en el sujeto, por ejemplo, un ser humano. En una realizacion, la presente
invencion proporciona NDV quiméricos para usar en métodos para prevenir una infeccion por NDV y/o infecciones
por otro agente infeccioso que no sea NDV en un ave, comprendiendo el método administrar una primera dosis de
una formulacién inmunogénica que comprende un NDV quimérico de la invenciéon, cuyo NDV quimérico comprende
una proteina de fusién que contiene una secuencia de proteina heteréloga a dicho sujeto de una cantidad eficaz del
virus NDV quimérico de la invencién, en donde la cantidad efectiva es la cantidad que da como resultado un titulo
sérico de aproximadamente 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml, 40 ug/ml, 50 pg/ml, 60 pg/ml, 70 yg/ml, 80 ug/mi, 100
pg/ml o mas de anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a un antigeno del virus quimérico y/o
anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno de la proteina de fusién 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15
dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de la primera administracion y antes de cualquier administracion
posterior. En algunas realizaciones, la dosis del virus de la gripe quimérico administrado al sujeto o0 modelo animal
es 10%, 5 x 10% 10°%, 5 x 10°%, 10%, 5 x 10%, 10°, 5 x 10°, 10°% 5 x 10°, 107, 5 x 107, 10%, 5 x 10%, 1 x 10%, 5 x 10°, 1 x
10"°,5x10",1x 10", 5x 10" 0 10" pfu.

En una realizacion, la presente invencién proporciona NDV quiméricos para usar en métodos para tratar al menos
una enfermedad (por ejemplo, una infeccion por NDV y/o infecciones por otro agente infeccioso que no sea NDV) en
un sujeto, comprendiendo los métodos administrar a dicho sujeto una primera dosis de un cantidad efectiva de una
formulaciéon inmunogénica que comprende un NDV quimérico de la invencion, cuyo virus quimérico comprende una
proteina de fusidon de una secuencia heterdloga (por ejemplo, un antigeno de enfermedad), en donde la cantidad
efectiva es la cantidad que da como resultado un titulo en suero de aproximadamente 10 ug/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml,
40 pg/ml, 50 pg/ml, 60 pg/ml, 70 pg/ml, 80 pg/ml, 100 yg/ml o mas de anticuerpos que se unen de forma
inmunoespecifica a un antigeno o epitopo de la cadena principal del virus quimérico 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias,
20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de la primera administracion y antes de cualquier administracion
posterior. En otra realizacion, la presente invencién proporciona NDV quiméricos para usar en métodos para tratar al
menos una enfermedad (por ejemplo, una infeccién por NDV y/o infecciones por otro agente infeccioso que no sea
NDV) en un sujeto, comprendiendo los métodos administrar a dicho sujeto una primera dosis de un cantidad efectiva
de una formulaciéon inmunogénica que comprende un NDV quimérico de la invencion, cuyo virus quimérico
comprende una proteina de fusion de una secuencia heteréloga (por ejemplo, un antigeno de enfermedad), en
donde la cantidad efectiva es la cantidad que da como resultado un titulo en suero de aproximadamente 10 pug/ml,

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 668 464 T3

20 pg/ml, 30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pyg/ml, 60 pg/ml, 70 pug/ml, 80 pug/ml, 100 pg/ml o mas de anticuerpos que se unen
de forma inmunoespecifica a un antigeno de la proteina de fusion (es decir, un antigeno del ectodominio de la
proteina introducida asociada con una enfermedad) a los 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias o, preferiblemente,
30 dias después de la primera administracion y antes de cualquier administracion posterior. La respuesta inmune
puede determinarse en el sujeto o en un modelo animal, cuya respuesta se correlaciona o extrapola luego a una
respuesta prevista en el sujeto, por ejemplo, un ser humano. En una realizacion, la presente invencion proporciona
NDV quiméricos para usar en métodos para tratar una infeccion por NDV y/o infecciones por otro agente infeccioso
que no sea NDV en un ave, comprendiendo el método administrar una primera dosis de una formulaciéon
inmunogénica que comprende un NDV quimérico de la invencién, cuyo NDV quimérico comprende una proteina de
fusion que contiene una secuencia de proteina heteréloga a dicho sujeto de una cantidad eficaz del virus quimérico
de la invencién, en donde la cantidad efectiva es la cantidad que da como resultado un titulo sérico de
aproximadamente 10 yg/ml, 20 pug/ml, 30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, 60 pyg/ml, 70 pyg/ml, 80 pg/ml, 100 yg/ml o mas
de anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a un antigeno del virus quimérico y/o anticuerpos que se
unen inmunoespecificamente a un antigeno de la proteina de fusion 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias o,
preferlblemente 30 dias después de la primera administracion y antes de cualquier administracion posterlor En
93 nas reahzamones Ia d03|s del V|rus de la grlpe qmmerlco admlnlstrado al sujeto o modelo animal es 102, 5 x 10%,
10°, 5 x 10°, 10°%, 5x1o 10°, 5 x 10°, 10°, 5 x 10° 107, 5 x 107, 10%, 5 x 10, 1x 10% 5 x 10°, 1 x 10", 5x 10'°, 1 x
‘IO”, 5x 1011 o 10 pfu.

En una realizacion, la presente invencion proporciona NDV quiméricos para usar en métodos para controlar y/o
mejorar al menos una enfermedad (por ejemplo, una infeccion por NDV y/o infecciones por otro agente infeccioso
que no sea NDV) en un sujeto, comprendiendo los métodos administrar a dicho sujeto una primera dosis de una
cantidad eficaz de una formulacién inmunogénica que comprende un NDV quimérico de la invencion, cuyo virus
quimérico comprende una proteina de fusion de una secuencia heteréloga (por ejemplo, un antigeno de
enfermedad), en donde la cantidad efectiva es la cantidad que da como resultado un titulo en suero de
aproximadamente 10 yg/ml, 20 pug/ml, 30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, 60 pyg/ml, 70 pyg/ml, 80 pg/ml, 100 yg/ml o mas
de anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno o epitopo de la cadena principal del virus
quimérico 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de la primera administracion
y antes de cualquier administracion posterior. En otra realizacion, la presente invencién proporciona NDV quiméricos
para usar en métodos para controlar y/o aliviar al menos una enfermedad (por ejemplo, una infeccién por NDV y/o
infecciones por otro agente infeccioso que no sea NDV) en un sujeto, comprendiendo los métodos administrar a
dicho sujeto una primera dosis de una cantidad eficaz de una formulacién inmunogénica que comprende un NDV
quimérico de la invencion, cuyo virus quimérico comprende una proteina de fusiéon de una secuencia heteréloga (por
ejemplo, un antigeno de enfermedad), en donde la cantidad efectiva es la cantidad que da como resultado un titulo
en suero de aproximadamente 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, 60 pg/ml, 70 pg/ml, 80 pg/ml, 100
pg/ml o mas de anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno de la proteina de fusion (es decir, un
antigeno del ectodominio de la proteina introducida asociada con una enfermedad) a los 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15
dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de la primera administracion y antes de cualquier administracion
posterior. La respuesta inmune puede determinarse en el sujeto o en un modelo animal, cuya respuesta se
correlaciona o se extrapola luego a una respuesta prevista en el sujeto, por ejemplo, un ser humano. En una
realizacion, la presente invencion proporciona NDV quiméricos para usar en métodos para controlar y/o mejorar una
infeccion por NDV y/o infecciones por otro agente infeccioso que no sea NDV en un ave, comprendiendo el método
administrar una primera dosis de una formulacién inmunogénica que comprende un NDV quimérico de la invencion,
cuyo NDV quimérico comprende una proteina de fusidén que contiene una secuencia de proteina heteréloga a dicho
sujeto de una cantidad eficaz del virus NDV quimérico de la invenciéon, en donde la cantidad efectiva es la cantidad
que da como resultado un titulo sérico de aproximadamente 10 pug/ml, 20 yg/ml, 30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 ug/ml, 60
pg/ml, 70 pg/ml, 80 pg/ml, 100 pg/ml o mas de anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a un antigeno
del virus quimérico y/o anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno de la proteina de fusion 2
dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de la primera administracion y antes de
cualquier admlnlstraC|on posterlor En algunas reallzaC|ones la d03|s deI NDV qU|mer|co admlnlstrado aI sujeto o
modeloammales‘lO 5 x 107, 10%, 5 x 10°, 10, 5><10 10°, 5 x 10°, 10°, 5 x 10°, 107, 5 x 107, 108, 5 x 10%, 1 x 10°,
5x10% 1x10™ 5x 10 1x 10", 5x 10" 0 102 pfu.

Se describen en este documento métodos para prevenir, tratar y/o controlar al menos una enfermedad,
comprendiendo los métodos administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva de una formulacién inmunogénica que
comprende un virus de la gripe quimérico de la descripcidn, en donde la cantidad efectiva es la cantidad que da
como resultado una reduccion en la mortalidad, reduccion en la hospitalizacién, reducciéon en la gravedad de la
enfermedad y/o reduccién en los sintomas clinicos de la enfermedad en relacion con un sujeto al que no se
administré la formulacién inmunogénica. En ciertos aspectos de la descripcion, el sujeto es un ser humano En
algunos asgectos de la descr|p0|on Ia d05|s del V|rus de la grlpe qU|mer|co admlnlstrado al SUjetO es 10% 5 x 10%,
10%, 5 x 10°, 10%, 5x1o 10°,5 x 10°, 10%, 5 x 10%, 107, 5x 10", 10°, 5 x 10°, 1 x 10, 5x 10°, 1 x 10'°, 5 x 10"°, 1 x
‘IO”, 5x 1011 o 10 pfu.

En otro aspecto, se describen en este documento métodos para prevenir, tratar y/o controlar al menos una

enfermedad (por ejemplo, una infeccidon por gripe aviar y/o infeccion por otro agente infeccioso que no sea la gripe
aviar) en un sujeto (preferiblemente aviar), comprendiendo los métodos administrar a dicho sujeto una cantidad
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efectiva de una formulacién inmunogénica que comprende un virus de la gripe aviar quimérico de la descripcién, en
donde la cantidad efectiva es la cantidad que resulta en una reduccion en el titulo o nimero de agentes infecciosos,
reduccion en la mortalidad, reduccion en hospitalizacion, reduccion en la gravedad de la infeccidon y/o reduccion en
los sintomas clinicos de la infeccidn en relacién con un sujeto no administrado con la formulacién inmunogénica de
la descr|p0|on En algunos aspectos de la descr|p0|on la dOSIS deI V|rus de Ia gripe aV|ar qU|mer|co admlnlstrada aI
sujeto es 10% 5 x 10%, 10°, 5 x 10°, 10* 5 x 10, 10°, 5 x 10°, 108, 5 x 10°, 107, 5 x 107, 10%, 5 x 10°, 1 x 10°, 5 x 10°,
1x10", 5 x 10", 1 x 1011 5 x 1011 0 10" pfu En C|ertos aspectos de Ia descr|p0|0n la admlnlstraC|on de Ia
formulacién inmunogénica de la descripcion da como resultado una reduccion del 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70% u 80% o mas en la replicacion del agente infeccioso relativo a un sujeto al que no se le ha administrado la
formulacién inmunogénica de la descripcién como se determina a los 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias o,
preferiblemente, 30 dias después de dicha administracion mediante cualquier método conocido en la técnica o
ejemplificado en la presente (por ejemplo, determinacion del titulo viral). En otros aspectos, la administracion de una
formulacién inmunogénica de la descripcion da como resultado una reduccion de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75
6 100 veces en la replicacion del agente infeccioso o carga del agente infeccioso en relacidon con un sujeto al que no
se le ha administrado una formulacién inmunogénica de la descripcion como se determina a los 2 dias, 5 dias, 10
dias, 15 dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de dicha administracién mediante cualquier método
conocido en la técnica o ejemplificado en la presente memoria (por ejemplo, determinacion del titulo virico o carga
bacteriana y/o concentracion).

En otra realizacion, la presente invencion proporciona NDV quiméricos para usar en métodos para prevenir, tratar
y/o aliviar al menos una enfermedad (por ejemplo, una infeccion por NDV y/o infeccion por otro agente infeccioso
que no sea NDV) en un sujeto (por ejemplo, un ave), comprendiendo los métodos administrar a dicho sujeto una
cantidad efectiva de una formulaciéon inmunogénica que comprende un NDV quimérico de la invencion, en donde la
cantidad efectiva es la cantidad que resulta en una reduccion en el titulo o nimero de agentes infecciosos, reduccion
en la mortalidad, reduccion en hospitalizacion, reduccion en la gravedad de la infeccién y/o reduccién en los
sintomas clinicos de la infeccion en relaciéon con un sujeto al que no se administré la formulacion i |nmunogen|ca de la
|nvenC|on En aIPunas reahzamones la d05|s del virus NDV qulmerlco admlnlstrado aI sujeto es 10%, 5 x 10% 10°, 5 x
10°, 10°, 5 x 10%, 10°, 5 x 10°, 10°, 5 x 10°, 107, 5 x 107, 10%, 5 x 10%, 1 x 10% 5 x 10%, 1 x 10, 5x 10", 1 x 10'", 5 x
1011 o 1012 pfu. En C|ertas reallzaC|ones, Ia admlnlstra0|on de la formuIaC|on inmunogénica de la invenciéon da como
resultado una reduccion del 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70% u 80% o mas en la replicacion del agente
infeccioso relativo a un sujeto al que no se le ha administrado la formulacién inmunogénica de la invencién como se
determina a los 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias o, preferiblemente, 30 dias después de dicha administraciéon
mediante cualquier método conocido en la técnica o ejemplificado en la presente (por ejemplo, determinacion del
titulo viral). En otras realizaciones, la administracion de la formulacion inmunogénica de la invencion da como
resultado una reduccion de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 6 100 veces en la replicacion del agente infeccioso o
la carga de agente infeccioso en relacion con un sujeto al que no se administré la formulacion inmunogénica de la
invencion determinada 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias o, preferentemente, 30 dias después de dicha
administracion mediante cualquier método conocido en la técnica o ejemplificado en la presente memoria (p. €j.,
determinacion del titulo viral).

La cantidad de la formulacion inmunogénica de la invencion que sera eficaz en el tratamiento, prevencién y/o mejora
de una enfermedad particular (por ejemplo, infeccion viral) dependera de la naturaleza de la enfermedad, y puede
determinarse mediante técnicas clinicas convencionales. Ademas, los ensayos in vitro se pueden emplear
opcionalmente para ayudar a identificar los intervalos de dosificacion 6ptimos. La dosis precisa que se empleara en
la formulacion también dependera de la via de administracion y de la gravedad de la infeccion o el trastorno, y debe
decidirse de acuerdo con el juicio del médico y las circunstancias de cada sujeto. Sin embargo los |ntervalos de
d03|f|caC|on adecuadosg)ara la admlnlstraC|on son generalmente de a SProxmadamente 10%, 5 x 107, 10%, 5 x 10°,
104, 5x1o 10°, 5 x 10°, 10°%, 5 x 10°% 107, 5 x 10/, 10°, 5><1o8 1x10°,5x 10°%, 1x10°, 5x 10", 1x 10", 5x 10"
o] 10 pfu, y lo mas preferlblemente aproxmadamente de 10* hasta aprOX|madamente 10", y se pueden administrar
a un sujeto una vez, dos, tres 0 mas veces con intervalos tan a menudo como sea necesario. Las dosis efectivas se
pueden extrapolar a partir de curvas de respuesta de la dosis, derivadas de sistemas de prueba de modelos in vitro
o animales.

En diversas realizaciones, las formulaciones inmunogénicas de la invencién o los anticuerpos generados por los
NDV quiméricos de la invencion se administran a un sujeto en combinacién con una o mas terapias distintas (por
ejemplo, terapias antivirales o inmunomoduladoras) para la prevencion de al menos una enfermedad (p. €j., una
infeccion por gripe y/o infeccion por otro agente infeccioso que no sea el virus de la gripe). En otras realizaciones,
las formulaciones inmunogénicas de la invencidn o anticuerpos generados por los NDV quiméricos de la invencion
se administran a un sujeto en combinacién con una o mas terapias (por ejemplo, terapias antivirales o
inmunomoduladoras) para el tratamiento de al menos una enfermedad (p. €j. una infeccién por gripe y/o infeccion
por otro agente infeccioso que no sea el virus de la gripe). En otras realizaciones mas, las formulaciones
inmunogénicas de la invencién o anticuerpos generados por los NDV quiméricos de la invencion se administran a un
sujeto en combinacién con una o mas terapias (por ejemplo, terapias antivirales o inmunomoduladoras) para el
tratamiento y/o mejora al menos una enfermedad (por ejemplo, una infeccién por gripe y/o infeccion por otro agente
infeccioso que no sea el virus de la gripe). En una realizacion especifica, las formulaciones inmunogénicas de la
invencion o anticuerpos generados por los NDV quiméricos de la invencién se administran a un sujeto en
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combinacién con una o mas terapias (por ejemplo, terapias antivirales o inmunomoduladoras) para la prevencion de
una infeccién por gripe aviar y/o infeccion por otro agente infeccioso que no sea el virus de la gripe aviar. En otra
realizacion especifica, las formulaciones inmunogénicas de la invencion o anticuerpos generados por los NDV
quiméricos de la invencion se administran a un sujeto en combinacion con una o mas terapias (por ejemplo, terapias
antivirales o inmunomoduladoras) para el tratamiento de una infeccién por gripe aviar y/o infeccidon por otro agente
infeccioso que no sea el virus de la gripe aviar. En otras realizaciones mas, las formulaciones inmunogénicas de la
invencion o anticuerpos generados por los NDV quiméricos de la invencién se administran a un sujeto en
combinacién con una o mas terapias (por ejemplo, terapias antivirales o inmunomoduladoras) para la prevencion de
una infeccién por NDV y/o infeccién por otro agente infeccioso que no sea NDV. En otras realizaciones mas, las
formulaciones inmunogénicas de la invencion o anticuerpos generados por los NDV quiméricos de la invencion se
administran a un sujeto en combinacién con una o mas terapias (por ejemplo, terapias antivirales o
inmunomoduladoras) para el tratamiento de una infeccién por NDV y/o infeccién por otro agente infeccioso que no
sea NDV. En ciertas realizaciones, las terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) se administran con
una separacion de menos de 5 minutos, con menos de 30 minutos de diferencia, separacién de 1 hora, con
aproximadamente 1 hora de diferencia, de aproximadamente 1 a aproximadamente 2 horas de diferencia, de
aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3 horas de diferencia, de aproximadamente 3 horas a
aproximadamente 4 horas de diferencia, de aproximadamente 4 horas a aproximadamente 5 horas de diferencia, de
aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas de diferencia, de aproximadamente 6 horas a
aproximadamente 7 horas de diferencia, de aproximadamente 7 horas a aproximadamente 8 horas de diferencia, de
aproximadamente 8 horas a aproximadamente 9 horas de diferencia, de aproximadamente 9 horas a
aproximadamente 10 horas de diferencia, de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas de diferencia,
de aproximadamente 11 horas a aproximadamente 12 horas de diferencia, de aproximadamente 12 horas a 18
horas de diferencia, de 18 horas a 24 horas de diferencia, de 24 horas a 36 horas de diferencia, de 36 horas a 48
horas de diferencia, de 48 horas a 52 horas de diferencia, de 52 horas a 60 horas de diferencia, de 60 horas a 72
horas de diferencia, de 72 horas a 84 horas de diferencia, de 84 horas a 96 horas de diferencia, o de 96 horas a 120
horas de diferencia. En realizaciones preferidas, dos o mas terapias se administran dentro de la misma visita del
paciente.

Se puede usar cualquier agente antiviral bien conocido por los expertos en la técnica en las formulaciones (por
ejemplo, formulaciones de vacunas) y los métodos de la invencion. Los ejemplos no limitantes de agentes antivirales
incluyen proteinas, polipéptidos, péptidos, proteinas de fusion, anticuerpos, moléculas de acido nucleico, moléculas
organicas, moléculas inorganicas y moléculas pequefias que inhiben y/o reducen la unién de un virus a su receptor,
la internalizaciéon de un virus en una célula, la replicaciéon de un virus o la liberaciéon de virus de una célula. En
particular, los agentes antivirales incluyen, pero no se limitan a, analogos de nucleédsidos (p. €j., zidovudina, aciclovir,
gangciclovir, vidarabina, idoxuridina, trifluridina y ribavirina), foscarnet, amantadina, rimantadina, saquinavir,
indinavir, ritonavir, alfa-interferones y otros interferones, y AZT.

En realizaciones especificas, el agente antiviral es un agente inmunomodulador que es inmunoespecifico para un
antigeno viral. Como se usa en el presente documento, la expresion "antigeno viral" incluye, pero no se limita a,
cualquier péptido, polipéptido y proteina viral (por ejemplo, gp120 de VIH, nef VIH, glicoproteina F de RSV,
glicoproteina G de RSV, neuraminidasa del virus de la gripe, hemaglutinina del virus de la gripe, tax HTLV,
glicoproteina del virus del herpes simple (por ejemplo, gB, gC, gD y gE) y antigeno de superficie de la hepatitis B)
que sea capaz de provocar una respuesta inmune. Los anticuerpos Utiles en esta invencién para el tratamiento de
una enfermedad infecciosa viral incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos contra antigenos de virus patégenos,
incluyendo como ejemplos y sin limitacion: adenovirdiae (por ejemplo, mastadenovirus y aviadenovirus),
herpesviridae (por ejemplo, virus del herpes simple 1, virus del herpes simple 2, virus del herpes simple 5 y virus del
herpes simple 6), leviviridae (p. e€j., levivirus, enterobacteria fase MS2, alolevirus), poxviridae (p. €j.,
chordopoxvirinae, parapoxvirus, avipoxvirus, capripoxvirus, leporiipoxvirus, suipoxvirus, molluscipoxvirus vy
entomopoxvirinae), papovaviridae (p. €j., poliomavirus y papilomavirus), paramixoviridae (p. ej., paramixovirus, virus
parainfluenza 1, mobillivirus (por ejemplo, virus del sarampién), rubulavirus (p. e€j., virus de la parotiditis),
pneumonovirinae (p. €j., neumovirus, virus sincitial respiratorio humano), y metapneumovirus (p. ej., neumovirus
aviar y metapneumovirus humano), picornaviridae (p. €j., enterovirus, rinovirus, hepatovirus (p. e€j., virus de la
hepatitis A humana), cardiovirus y apthovirus), reoviridae (por ejemplo, orthoreovirus, orbivirus, rotavirus, cypovirus,
fiyivirus, phytoreovirus y oryzavirus), retroviridae (por ejemplo, retrovirus de mamifero tipo B, retrovirus de mamifero
tipo C, retrovirus tipo C aviar, grupo de retrovirus tipo D, retrovirus BLV-HTLV, lentivirus (p. ej. virus de la
inmunodeficiencia humana 1 y virus de inmunodeficiencia humana 2), spumavirus), flaviviridae (por ejemplo, virus de
la hepatitis C, virus dengue, virus del nilo occidental), hepadnaviridae (por ejemplo, virus de la hepatitis B),
togaviridae (por ejemplo, alphavirus (por ejemplo, virus sindbis) y rubivirus (p. €j., virus de la rubéola)), rhabdoviridae
(por ejemplo, vesiculovirus, lyssavirus, ephemerovirus, cytorhabdovirus y necleorhabdovirus), arenaviridae (por
ejemplo, arenavirus, virus de la coriomeningitis linfocitica, virus Ippy y virus lassa) y coronaviridae (p. €j., coronavirus
y torovirus).

Se pueden usar agentes y terapias antibacterianos bien conocidos por los expertos en la técnica para la prevencion,
el tratamiento, el control o la mejora de las infecciones bacterianas en las composiciones (por ejemplo,
formulaciones inmunogénicas) y los métodos de la invencion. Los ejemplos no limitantes de agentes antibacterianos
incluyen proteinas, polipéptidos, péptidos, proteinas de fusion, anticuerpos, moléculas de acido nucleico, moléculas
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organicas, moléculas inorganicas y moléculas pequefias que inhiben o reducen una infeccion bacteriana, inhiben o
reducen la replicacion de bacterias, o inhiben o reducen la propagacion de bacterias a otros sujetos. En particular,
los ejemplos de agentes antibacterianos incluyen, pero no se limitan a, penicilina, cefalosporina, imipenem,
axtreonam, vancomicina, cicloserina, bacitracina, cloranfenicol, eritromicina, clindamicina, tetraciclina,
estreptomicina, tobramicina, gentamicina, amikacina, kanamicina, neomicina, espectinomicina, trimetoprim,
norfloxacina, rifampicina, polimixina, anfotericina B, nistatina, ketocanazol, isoniazida, metronidazol y pentamidina.
Las terapias antibacterianas y sus dosificaciones, vias de administracién y uso recomendado se conocen en la
técnica y se han descrito en publicaciones tales como Physician's Desk Reference (562 ed., 2002). Se encuentra
disponible informacién adicional sobre infecciones respiratorias y terapias antibacterianas en Cecil Textbook of
Medicine (182 edicion, 1988).

Pueden usarse en las composiciones agentes y terapias antihongos bien conocidos por los expertos en la técnica
para la prevencion, el control, el tratamiento y/o la mejora de una infeccién fungica o uno o mas sintomas de los
mismos (por ejemplo, una infeccién respiratoria fungica) (por ejemplo, formulaciones inmunogénicas) y métodos de
la invencion. Los ejemplos no limitantes de agentes antifungicos incluyen proteinas, polipéptidos, péptidos, proteinas
de fusion, anticuerpos, moléculas de acido nucleico, moléculas organicas, moléculas inorganicas y moléculas
pequefias que inhiben y/o reducen la infeccion fungica, inhiben y/o reducen la replicacion de hongos, o inhiben y/o
reducen la propagacion de hongos a otros sujetos. Los ejemplos especificos de agentes antifungicos incluyen, pero
no se limitan a, farmacos azdlicos (p. €j., miconazol, ketoconazol (NIZORAL®), acetato de caspofungina
(CANCIDAS®), imidazol, triazoles (p. €j., fluconazol (DIFLUCAN®)) e itraconazol (SPORANOX®)), polieno (por
ejemplo, nistatina, anfotericina B (FUNGIZONE®), complejo lipidico de anfotericina B ("ABLC") (ABELCET®),
dispersion coloidal de anfotericina B ("ABCD") (AMPHOTEC®), anfotericina B liposomal (AMBISONE®)), yoduro de
potasio (KIl), pirimidina (p. €j., flucitosina (ANCOBON®)) y voriconazol (VFEND®). Las terapias antifungicas y sus
dosificaciones, vias de administracion y uso recomendado son conocidas en la técnica y se han descrito en
publicaciones tales como Dodds et al., 2000 Pharmacotherapy 20 (11) 1335-1355, Physician's Desk Reference (572
ed., 2003) y el Merk Manual of Diagnosis and Therapy (172 ed., 1999).

En ciertas realizaciones, una formulacion inmunogénica de la invencion se administra a un sujeto como una dosis
Unica seguida de una segunda dosis de 3 a 6 semanas después. De acuerdo con estas realizaciones, las
inoculaciones de refuerzo se pueden administrar al sujeto a intervalos de 6 a 12 meses después de la segunda
inoculacion. En una realizacion, el sujeto es un mamifero. En otra realizacion, el sujeto es un pajaro. En otra
realizacion mas, el sujeto es un ser humano. En una realizacion mas preferida, el sujeto es un pollo en riesgo de
contraer NDV o infeccion por virus de la gripe aviar.

En ciertas realizaciones, la administracion de las mismas formulaciones inmunogénicas de la invencion puede
repetirse y las administraciones pueden separarse al menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 30 dias,
45 dias, 2 meses, 75 dias, 3 meses o0 al menos 6 meses.

5.6 Ensayos bioldgicos
5.6.1 Ensayos in vitro

El crecimiento de los virus quiméricos de la presente invencién puede evaluarse mediante cualquier método
conocido en la técnica o descrito en la presente memoria (por ejemplo, en cultivos celulares (por ejemplo, cultivos de
células de rifion embrionarias de pollo o cultivos de fibroblastos embrionarios de pollo (CEF)). El crecimiento de los
virus quiméricos atenuados de la invencion puede evaluarse en células competentes en IFN y deficientes en IFN. En
una realizacion especifica, las células CEF se infectan a una MOI de 0,0005 y 0,001, 0,001y 0,01, 0,01y 0,1,0,1y
1, o 1y 10, o una MOI de 0,0005, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5 6 10 y se incuban con medio sin suero
suplementado con 5% de fluido alantoideo. Los titulos virales se determinan en el sobrenadante por HA en placas de
células CEF como se describe a continuacion. Otras células en las que se pueden evaluar los titulos viricos incluyen,
pero no se limitan a, células EFK-2, células Vero, células endoteliales de vena umbilical humana primaria (HUVEC),
linea de células epiteliales humanas H292 y células Hela.

La incorporacion de la proteina de fusién en el virion de los virus quiméricos de la presente invencién puede
evaluarse mediante cualquier método conocido en la técnica o descrito en este documento (por ejemplo, en cultivo
celular, modelo animal o cultivo viral en huevos embrionados). Por ejemplo, las particulas viricas del cultivo celular
del fluido alantoideo de huevos embrionados pueden purificarse por centrifugacion a través de una almohadilla de
sacarosa y posteriormente analizarse para determinar la expresion de la proteina de fusion mediante transferencia
de Western usando métodos bien conocidos en la técnica.

Los ensayos virales incluyen aquellos que miden la replicacion viral alterada (segun se determina, por ejemplo,
mediante formacion de placas) o la produccion de proteinas virales (segun se determina, por ejemplo, mediante
analisis de transferencia western) o ARN virales (segun se determina, por ejemplo, mediante RT-PCR o analisis de
transferencia Northern) en células cultivadas in vitro usando métodos que son bien conocidos en la técnica.

Los anticuerpos generados por los virus quiméricos de la presente invencion o fragmentos de los mismos se pueden
caracterizar de una variedad de formas bien conocidas por los expertos en la técnica (p. €j. ELISA, visualizacion de
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resonancia de plasmon superficial (BlAcore), inmunotransferencia de tipo Western, inmunofluorescencia,
inmunotincién y/o ensayos de microneutralizacion). En particular, los anticuerpos generados por los virus quiméricos
de la presente invencion o fragmentos de los mismos pueden ensayarse segin su capacidad de unirse
inmunoespecificamente a un antigeno del virus de la cadena principal quimérico o un antigeno o epitopo de la
proteina de fusion. Tal ensayo se puede realizar en solucién (por ejemplo, Houghten, 1992, Bio/Techniques 13: 412-
421), en perlas (Lam, 1991, Nature 354: 82-84), en chips (Fodor, 1993, Nature 364: 555-556), sobre bacterias
(Patente de Estados Unidos N° 5.223.409), sobre esporas (patente de EE.UU. Nos. 5.571.698; 5.403.484; y
5.223.409), en plasmidos (Cull et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1865 - 1869) o en fagos (Scott y Smith,
1990, Science 249: 386 - 390; Cwirla et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 6378 - 6382; y Felici, 1991, J. Mol.
Biol. 222: 301-310). Los anticuerpos generados por los virus quiméricos de la presente invencion o fragmentos de
los mismos que se han identificado por unirse inmunoespecificamente a un antigeno del virus de la cadena principal
quimérico o un antigeno o epitopo de la proteina de fusién pueden someterse a ensayo para determinarse su
especificidad frente a dicho antigeno.

Los anticuerpos generados por los virus quiméricos de la presente invencion o fragmentos de los mismos pueden
ensayarse segun la unién inmunoespecifica a un antigeno del virus quimérico de la invencion (por ejemplo, un
antigeno o epitopo de la cadena principal del virus quimérico o un antigeno o epitopo de la proteina de fusion (por
ejemplo, un antigeno asociado con una enfermedad)) y la reactividad cruzada con otros antigenos por cualquier
método conocido en la técnica. Los inmunoensayos que pueden usarse para analizar la uniéon inmunoespecifica y la
reactividad cruzada incluyen, entre otros, sistemas de ensayo competitivos y no competitivos que utilizan técnicas
tales como transferencias Western, radioinmunoensayos, ELISA (enzimoinmunoanalisis ligado a enzimas),
inmunoensayos "sandwich", ensayos de inmunoprecipitacion, reacciones de precipitina, reacciones de precipitina de
difusién en gel, ensayos de inmunodifusion, ensayos de aglutinacion, ensayos de fijacion del complemento, ensayos
inmunoradiométricos, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos de proteina A, por nombrar algunos. Dichos
ensayos son rutinarios y bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel et al., Eds., 1994, Current
Protocols in Molecular Biology, vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York). Inmunoensayos ilustrativos se
describen brevemente a continuacion (pero no se pretende que sean limitativos).

Los protocolos de inmunoprecipitacion generalmente comprenden lisar una poblacion de células en un tampén de
lisis tal como tampdn RIPA (NP-40 al 1% o Triton X-100, desoxicolato sédico al 1%, SDS al 0,1%, NaCl 0,15 M,
fosfato sodico 0,01 M a pH 7,2, 1% de Trasylol) complementado con proteina fosfatasa y/o inhibidores de la
proteasa (por ejemplo, EDTA, PMSF, aprotinina, vanadato de sodio), afiadiendo el anticuerpo de interés para el
lisado celular, incubando durante un periodo de tiempo (por ejemplo, de 1 a 4 horas) a 40°C, afiadiendo perlas de
proteina A y/o proteina G Sepharose al lisado celular, incubando durante aproximadamente una hora o mas a 40°C,
lavando las perlas en tampoén de lisis y resuspendiendo las perlas en SDS/tampoén de muestra. La capacidad del
anticuerpo de interés para inmunoprecipitar un antigeno particular puede evaluarse mediante, por ejemplo, analisis
de transferencia Western. Cualquier experto en la técnica conocera los parametros que pueden modificarse para
aumentar la union del anticuerpo a un antigeno y disminuir la sefial del fondo (por ejemplo, pre-limpieza del lisado
celular con perlas de sefarosa). Para una discusion adicional con respecto a los protocolos de inmunoprecipitacion
véase, por ejemplo, Ausubel et al., Eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, vol. 1, John Wiley & Sons,
Inc., Nueva York en 10.16.1.

El analisis de transferencia Western generalmente comprende preparar muestras de proteinas, electroforesis de las
muestras de proteinas en un gel de poliacrilamida (p. ej., SDS-PAGE al 8%-20% dependiendo del peso molecular
del antigeno), transferir la muestra de proteina del gel de poliacrilamida a una membrana tal como nitrocelulosa,
PVDF o nylon, incubar la membrana en solucion bloqueante (p. ej., PBS con BSA al 3% o leche sin grasa), lavar la
membrana en tampoén de lavado (p. €j., PBS-Tween 20), incubar la membrana con anticuerpo primario (el anticuerpo
de interés) diluido en tampon de bloqueo, lavar la membrana en tampén de lavado, incubar la membrana con un
anticuerpo secundario (que reconoce el anticuerpo primario, por ejemplo, un anticuerpo antihumano) conjugado con
un sustrato enzimatico (p. ej., peroxidasa de rabano picante o fosfatasa alcalina) o molécula radioactiva (por
ejemplo, p o 125I) diluida en tampdn de bloqueo, lavar la membrana en tampdn de lavado y detectar la presencia
del antigeno. Cualquier experto en la materia conocera los parametros que pueden modificarse para aumentar la
sefial detectada y reducir el ruido de fondo. Para una discusion adicional con respecto a los protocolos de la
transferencia Western ver, por ejemplo, Ausubel y col., Eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, vol. 1,
John Wiley & Sons, Inc., Nueva York en 10.8.1.

Los ELISA comprenden preparar el antigeno, recubrir el pocillo de una placa de microtitulacion de 96 pocillos con el
antigeno, afiadir el anticuerpo de interés conjugado a un compuesto detectable tal como un sustrato enzimatico (por
ejemplo, peroxidasa de rabano picante o fosfatasa alcalina) al pocillo e incubar durante un periodo de tiempo y
detectar la presencia del antigeno. En el ELISA, el anticuerpo de interés no tiene que conjugarse con un compuesto
detectable; en su lugar, se puede agregar al pocillo un segundo anticuerpo (que reconoce el anticuerpo de interés)
conjugado con un compuesto detectable. Ademas, en lugar de recubrir el pocillo con el antigeno, el anticuerpo
puede recubrirse al pocillo. En este caso, puede afiadirse un segundo anticuerpo conjugado a un compuesto
detectable después de la adicion del antigeno de interés al pocillo recubierto. Cualquier experto en la técnica
conocera los parametros que pueden modificarse para aumentar la sefal detectada, asi como otras variaciones del
ELISA conocidas en la técnica. En una realizacion preferida, se puede realizar un ELISA recubriendo una placa de
microtitulacion de 96 pocillos de alta union (Costar) con 2 pyg/ml de rhu-IL-9 en PBS durante la noche. Después de
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tres lavados con PBS, la placa se incuba con diluciones triples en serie de Fab a 25°C durante 1 hora. Después de
otros tres lavados de PBS, se agrega 1 pyg/ml de conjugado de fosfatasa alcalina anti-humano kappa y la placa se
incuba durante 1 hora a 25°C. Después de tres lavados con PBST, la actividad de la fosfatasa alcalina se determina
en sustrato de 50 pl/AMP/PPMP. Las reacciones se detienen y la absorbancia a 560 nm se determina con un lector
de microplacas VMAX. Para una discusion adicional con respecto a los ensayos ELISA, véanse, por ejemplo,
Ausubel et al., eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York en
11.2.1.

La afinidad de unién de un anticuerpo a un antigeno y la velocidad de desactivacion de una interacciéon anticuerpo-
antigeno se puede determinar mediante ensayos de uniéon competitiva. Un ejemplo de un ensayo de union
competitiva es un radioinmunoensayo que comprende la incubacion del antigeno marcado (por ejemplo, *Ho 125I)
con el anticuerpo de interés en presencia de cantidades crecientes del antigeno no marcado, y la deteccion del
anticuerpo unido al antigeno marcado. La afinidad del anticuerpo de la presente invencién o un fragmento del mismo
por un polipéptido de IL-9 y las tasas de liberacion de la unién pueden determinarse a partir de los datos mediante el
analisis grafico de Scartchard. La competencia con un segundo anticuerpo también puede determinarse usando
radioinmunoensayos. En este caso, se incuba un polipéptido de IL-9 con un anticuerpo de la presente invencion
conjugado con un compuesto marcado (por ejemplo, *Ho 125I) en presencia de cantidades crecientes de un segundo
anticuerpo no marcado.

En una realizacion preferida, el analisis cinético BIAcore se usa para determinar las tasas de unién y disociacion de
los anticuerpos de la invencién a un antigeno del virus quimérico de la invencion (por ejemplo, un antigeno o epitopo
de la cadena principal del virus quimérico o un antigeno o epitopo de la proteina de fusion (por ejemplo, un antigeno
asociado con una enfermedad)). El analisis cinético de BlAcore comprende analizar la union y disociacion del
polipéptido que comprende el antigeno de interés de los chips con anticuerpos inmovilizados generados por los virus
quiméricos de la invencion en su superficie. Un estudio cinético BlAcore tipico implica la inyeccion de 250 pl de un
reactivo de anticuerpo (mAb, Fab) a una concentracion variable en tampén HBS que contiene 0,005% de Tween-20
sobre una superficie de chip sensor, sobre la que se ha inmovilizado el antigeno. El caudal se mantiene constante a
75 pL/min. Los datos de disociacion se recopilan durante 15 min o mas si es necesario. Después de cada ciclo de
inyeccién/disociacion, el mAb unido se elimina de la superficie del antigeno usando brevemente, pulsos de 1 min de
acido diluido, tipicamente HCI 10-100 mM, aunque se emplean otros regenerados segun lo justifiquen las
circunstancias. Mas especificamente, para la medicion de las velocidades de asociacion, kon y de disociacion, ke, €l
polipéptido que comprende el antigeno se inmoviliza directamente sobre la superficie del chip sensor mediante el
uso de quimicas de acoplamiento de aminas estandar, concretamente el método EDC/NHS (EDC = N-
dietilaminopropil)-carbodiimida). Brevemente, se prepara una solucion 5-100 nM del polipéptido que comprende el
antigeno en NaOAc 10 mM, pH 4 o pH 5, y se pasa sobre la superficie activada con EDC/NHS hasta que se
inmovilizan aproximadamente 30-50 RU del antigeno. A continuacion, los ésteres activos que no han reaccionado se
"tapan" con una inyeccion de Et-NH2 1M. Una superficie en blanco, que no contiene antigeno, se prepara bajo
idénticas condiciones de inmovilizacion con fines de referencia. Una vez que se ha preparado una superficie
apropiada, se prepara una serie de diluciones adecuada de cada uno de los reactivos de anticuerpos en
HBS/Tween-20, y se pasa por ambas superficies del antigeno y de la célula de referencia, que estan conectadas en
serie. El rango de concentraciones de anticuerpos que se preparan varia, dependiendo de lo que se estima que es la
constante de equilibrio de enlace, KD. Como se describié anteriormente, el anticuerpo unido se elimina después de
cada ciclo de inyeccién/disociacion usando un regenerado apropiado.

Los anticuerpos generados por los virus quiméricos de la invencion o fragmentos de los mismos también se pueden
analizar para determinar su capacidad para inhibir la unién de un antigeno del virus quimérico de la invencion (por
ejemplo, un antigeno o epitopo de la cadena principal del virus quimérico o un antigeno o epitopo de la proteina de
fusion (por ejemplo, un antigeno asociado con una enfermedad)) a un receptor de la célula huésped usando técnicas
conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las células que expresan receptores que se sabe que se unen
a dichos antigenos pueden ponerse en contacto con el antigeno en presencia o ausencia de un anticuerpo generado
por los virus quiméricos de la invencién o su fragmento y la capacidad del anticuerpo o fragmento del mismo para
inhibir la unién del antigeno puede medirse, por ejemplo, por citometria de flujo o un ensayo de centelleo. El
antigeno o el anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede marcarse con un compuesto detectable, tal como un
marcador radioactivo (por ejemplo, 32P, 35S y 125l) o un marcador fluorescente (por ejemplo, isotiocianato de
fluoresceina, rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido y fluorescamina) para permitir la
deteccion de una interaccion entre el antigeno y un receptor celular. Alternativamente, la capacidad de los
anticuerpos generados por los virus quiméricos de la invencion o fragmentos de los mismos para inhibir un antigeno
del virus quimérico de la invencién (por ejemplo, un antigeno o epitopo de la cadena principal del virus quimérico o
un antigeno o epitopo de la proteina de fusion (por ejemplo, un antigeno asociado con una enfermedad)) de la unién
a un receptor se puede determinar en ensayos de células libres. Por ejemplo, un polipéptido que comprende el
antigeno se puede poner en contacto con un anticuerpo o fragmento del mismo y se puede determinar la capacidad
del anticuerpo o fragmento de anticuerpo para inhibir que el polipéptido se una a un receptor celular.
Preferiblemente, el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo se inmoviliza en un soporte sélido y el polipéptido se
marca con un compuesto detectable. Alternativamente, un polipéptido que comprende el antigeno se inmoviliza en
un soporte solido y el anticuerpo o fragmento del mismo se marca con un compuesto detectable.

5.6.2 Ensayos in vivo
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La virulencia de los virus quiméricos de la presente invencion se puede evaluar en un sujeto, en particular aves, o en
un modelo animal del mismo. En un ejemplo, la capacidad de inducir lesiones pulmonares y causar infeccion en un
modelo animal de infeccién por virus se compara con el virus de tipo salvaje y el virus simulado. Las lesiones
pulmonares se pueden evaluar como un porcentaje de los I6bulos pulmonares que estan sanos mediante inspeccion
visual. Los animales se sacrifican 5 dias p.i. por administracion intravenosa de pentobarbital, y sus pulmones se
retiran en su totalidad. El porcentaje de la superficie de cada Iébulo pulmonar que se ve afectado por lesiones
macroscopicas se estima visualmente. Los porcentajes se promedian para obtener un valor medio para los 7 I6bulos
pulmonares de cada animal. En otros ensayos, los hisopos nasales se pueden analizar para determinar la carga del
virus o el titulo. Se pueden tomar hisopos nasales durante la necropsia para determinar la carga viral después de la
infeccion.

Para la cuantificacion de virus en muestras de tejido, las muestras de tejido se homogeneizan en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) y las diluciones de los homogenados clarificados se adsorben durante 1 hora a 37°C
en monocapas de células (por ejemplo, células CEF o MDCK). Las monocapas infectadas se recubren luego con
una soluciéon de medio esencial minimo que contiene 0,1% de albumina de suero bovino (BSA), DEAE-dextrano al
0,01%, NaHCOs; al 0,1% y agar al 1%. Las placas se incuban de 2 a 3 dias hasta que se puedan visualizar las
placas. Los ensayos de dosis infecciosas de cultivo tisular (TCID) para valorar el virus a partir de muestras
infectadas con PR8 se llevan a cabo de la siguiente manera. Se incuban monocapas confluentes de células (por
ejemplo, células CEF o MDCK) en placas de 96 pocillos con diluciones logaritmicas de homogeneizados tisulares
clarificados en medios. De dos a tres dias después de la inoculaciéon, se evallan las alicuotas de 0,05 ml de cada
pocillo para el crecimiento viral mediante ensayo de hemaglutinacion (ensayo de HA).

En otros ensayos mas, se realizan evaluaciones histopatolégicas después de la infeccion. Los cornetes nasales y la
traquea pueden examinarse para detectar cambios epiteliales e inflamacion subepitelial. Los pulmones pueden
examinarse para detectar cambios epiteliales bronquiolares e inflamacién peribronquiolar en bronquiolos grandes,
medianos y pequefios o terminales. Los alvéolos también se evalian para detectar cambios inflamatorios. Los
bronquiolos medianos se clasifican en una escala de 0 a 3+ de la siguiente manera: 0 (normal: revestido por células
epiteliales columnares de medianas a altas con bordes apicales ciliados y nucleos pseudoestratificados basales,
inflamacién minima); 1+ (capa epitelial columnar e incluso en lineas generales con proliferacion solo ligeramente
aumentada, cilios todavia visibles en muchas células); 2+ (cambios prominentes en la capa epitelial que van desde
la atenuacion a la proliferacion marcada, las células desorganizadas y el contorno de la capa irregular en el borde
luminal); 3+ (capa epitelial notablemente alterada y desorganizada con células necroticas visibles en la luz, algunos
bronquiolos atenuados y otros en una proliferacion reactiva marcada).

La traquea se clasifica en una escala de 0 a 2,5+ de la siguiente manera: 0 (normal: Revestido por células epiteliales
columnares de medianas a altas con borde apical ciliado, nucleos basales y pseudoestratificados. Citoplasma
evidente entre el borde apical y el nucleo. Enfoque ocasional pequefio con células escamosas); 1+ (metaplasia
escamosa focal de la capa epitelial); 2+ (metaplasia escamosa difusa de gran parte de la capa epitelial, los cilios
pueden ser evidentes focalmente); 2,5+ (metaplasia escamosa difusa con muy pocos cilios evidentes).

La inmunohistoquimica de los virus se realiza usando un anticuerpo monoclonal especifico de virus (p. €j.,
anticuerpos monoclonales especificos de NP, N o HN). La tincion se clasifica de 0 a 3+ de la siguiente manera: 0
(sin células infectadas); 0,5+ (pocas células infectadas); 1+ (pocas células infectadas, como células individuales
ampliamente separadas); 1,5+ (pocas células infectadas, como solas separadas y en pequefios grupos); 2+
(cantidades moderadas de células infectadas, que generalmente afectan a grupos de células adyacentes en
porciones de la capa epitelial que recubre los bronquiolos o en focos sublobulares pequefios en los alvéolos); 3+
(numerosas células infectadas, que afectan la mayor parte de la capa epitelial en los bronquiolos o diseminadas en
focos sublobulares grandes en los alvéolos).

5.6.3 Determinacion del titulo viral

El titulo viral se determina inoculando diluciones en serie del virus quimérico en cultivos celulares (por ejemplo, CEF
o MDCK), embriones de pollo o animales vivos (por ejemplo, aves). Después de la incubacion del virus durante un
tiempo especifico, el virus se aisla usando métodos estandar.

El ensayo HA puede llevarse a cabo en placas de 96 pocillos en V. Diluciones dobles seriadas de cada muestra en
PBS se incuban durante 1 h en hielo con un volumen igual de una suspension al 0,5% de eritrocitos de pollo en
PBS. Los pocillos positivos contienen una capa adherente y homogénea de eritrocitos; los pocillos negativos
contienen un sedimento no adherente.

La cuantificacién fisica del titulo del virus se puede realizar usando la PCR aplicada a los sobrenadantes virales
(Quinn y Trevor, 1997; Morgan et al., 1990), ensayos de hemaglutinacion, dosis infecciosas de cultivo de tejido
(TCID50) o dosis infecciosas de huevo (EID50).

5.6.4 Estudios de toxicidad

La toxicidad y/o eficacia de las composiciones (por ejemplo, formulaciones inmunogénicas) de la presente invencion
se puede determinar mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales
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experimentales, por ejemplo, para determinar la LD50 (la dosis letal para el 50% de la poblacién) y la ED50 (la dosis
terapéuticamente efectiva en el 50% de la poblacion). La relacion de dosis entre los efectos tdxicos y terapéuticos es
el indice terapéutico y se puede expresar como la relacion LD50/ED50. Se prefieren las terapias que exhiben indices
terapéuticos grandes. Aunque pueden usarse terapias que exhiben efectos secundarios téxicos, se debe tener
cuidado en disefiar un sistema de administracion que dirija dichos agentes al sitio del tejido afectado a fin de
minimizar el dafio potencial a las células no infectadas y, por lo tanto, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos de los ensayos del cultivo celular y los estudios en animales se pueden usar para formular un
rango de dosificacion de las terapias para su uso en sujetos. La dosificacion de dichos agentes se encuentra
preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen ED50 con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién empleada y
de la via de administracién utilizada. Para cualquier terapia usada en la invencion, la dosis terapéuticamente efectiva
se puede estimar inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Se puede formular una dosis en modelos
animales para lograr un intervalo de concentracion de plasma circulante que incluye la IC50 (es decir, la
concentracion del compuesto de prueba que logra una inhibicién semimaxima de los sintomas) segun se determina
en un cultivo celular. Tal informacién se puede usar para determinar con mayor precision dosis utiles en sujetos (por
ejemplo, caballos). Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alta
resolucion.

Ademas, cualquier ensayo conocido por los expertos en la técnica puede usarse para evaluar la utilidad profilactica
y/o terapéutica de una composicion (por ejemplo, formulaciéon de vacuna), una terapia de combinacion descrita en
este documento para infeccion viral o una afeccién o sintomas asociados a la misma, una infecciéon que no sea una
infeccion viral o una afecciéon o sintoma asociado con ella, o una afecciéon en la que se usa un virus quimérico
atenuado de la invencion como vector para inducir una respuesta inmune a un antigeno asociado con la afeccion.

5.7 Descripciones especificas de la solicitud
Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico que comprende una proteina de fusion que tiene

(i) un ectodominio que comprende una secuencia peptidica heteréloga, cuya secuencia heterdloga
comprende al menos un epitopo de un antigeno protector de un agente infeccioso, distinto de la gripe, o de
un antigeno asociado con una enfermedad fusionado a

(ii) un dominio transmembrana y citoplasmatico de una glicoproteina codificada por un gen esencial de un
virus de la gripe,

en el que la proteina de fusidn se incorpora a un virus de la gripe aviar, en el que la funcion del gen esencial es
suministrada por la proteina de fusién o por la glicoproteina nativa del virus de la gripe aviar. En ciertos aspectos, el
gen esencial de un virus de la gripe es un gen de hemaglutinina (HA). En otros aspectos, el gen esencial de un virus
de la gripe es un gen de neuraminidasa (NA). En ciertos aspectos, el virus de la gripe aviar quimérico esta atenuado.
De acuerdo con estos aspectos, el virus de la gripe aviar quimérico se puede atenuar mediante mutaciones en el
gen NS1.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico que comprende una proteina de fusién que tiene
(i) un ectodominio de una proteina NDV HN fusionada a
(i) un dominio transmembrana y citoplasmatico de una proteina NA del virus de la gripe,

en donde la proteina de fusidn se incorpora a un virus de la gripe aviar, en el cual la funcién de la proteina NA es
suministrada por la proteina de fusion o por la glicoproteina nativa del virus de la gripe aviar. En ciertos aspectos, €l
virus de la gripe aviar quimérico esta atenuado. De acuerdo con estos aspectos, el virus de la gripe aviar quimérico
se puede atenuar mediante mutaciones en el gen NS1.

Se describe en este documento un virus de la gripe quimérico atenuado, que comprende una proteina de fusion, que
tiene

(i) un ectodominio que comprende una secuencia peptidica heteréloga, cuya secuencia heterdloga
comprende al menos un epitopo de un antigeno protector de un agente infeccioso, distinto de la gripe, o de
un antigeno asociado con una enfermedad de un antigeno protector de un agente infeccioso, distinto de la
gripe fusionado a

(ii) un dominio transmembrana y citoplasmatico de una glucoproteina codificada por un gen esencial de un
virus de la gripe,

en el que la proteina de fusidn se incorpora a un virus de la gripe atenuado, en el que la funcion del gen esencial es
suministrada por la proteina de fusidon o por la glicoproteina nativa del virus de la gripe atenuado. En ciertos
aspectos, el gen esencial de un virus de la gripe es un gen de hemaglutinina (HA). En otros aspectos, el gen
esencial de un virus de la gripe es un gen de neuraminidasa (NA).
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Se describe en este documento un NDV quimérico que comprende una proteina de fusién que tiene

(i) un ectodominio que comprende una secuencia peptidica heteréloga, cuya secuencia heterdloga
comprende al menos un epitopo de un antigeno protector de un agente infeccioso, distinto de NDV, o de un
antigeno asociado con una enfermedad fusionado a

(ii) un dominio transmembrana y citoplasmatico de una glucoproteina codificada por un gen esencial de un
NDV,

en el que la proteina de fusion se incorpora a un NDV, en el que la funcion de este gen esencial es aportada por la
proteina de fusién o por la glucoproteina nativa del NDV.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico, que comprende un segmento NA del virus de la
gripe empaquetado que codifica una proteina de fusién de neuraminidasa, en el que el marco de lectura abierto NA
se modifica de modo que los nucleétidos que codifican el ectodominio NA se reemplazan por nucleétidos que
codifican un ectodominio de un antigeno de neuraminidasa de un agente infeccioso distinto de la gripe que esta
anclado por el extremo N, de modo que la proteina de fusién de la neuraminidasa se expresa e incorpora en el virus
de la gripe aviar quimérico.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico, que comprende un segmento de HA del virus de
la gripe empaquetado que codifica una proteina de fusién de hemaglutinina, en el que el marco de lectura abierto HA
se modifica de modo que los nucleétidos que codifican el ectodominio de HA se reemplazan por nucleétidos que
codifican un ectodominio de un antigeno de hemaglutinina de un agente infeccioso distinto de la gripe que esta
anclado por el extremo C, de modo que la proteina de fusién de hemaglutinina se expresa e incorpora en el virus de
la gripe aviar quimérico.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico que comprende un segmento de HA del virus de
la gripe bicistrénico empaquetado, que comprende:

(a) un primer marco de lectura abierto que codifica una proteina de hemaglutinina de la gripe aviar, y

(b) un segundo marco de lectura abierto que codifica una proteina de fusion de hemaglutinina, en la que los
nucleétidos que codifican el ectodominio de hemaglutinina se reemplazan por nucleétidos que codifican una
secuencia de péptidos heterdloga, cuya secuencia heterdloga comprende al menos un epitopo de un
antigeno protector de un agente infeccioso distinto de la gripe o de un antigeno asociado con una
enfermedad que esta anclado por el C-terminal,

de modo que tanto la hemaglutinina de la gripe como la proteina de fusion se expresan e incorporan en el virus de la
gripe aviar quimérico.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico que comprende un segmento NA del virus de la
gripe bicistrénica empaquetado, que comprende:

(a) un primer marco de lectura abierto que codifica una proteina de neuraminidasa de la gripe aviar, y

(b) un segundo marco de lectura abierto que codifica una proteina de fusién de neuraminidasa, en la que
los nucleétidos que codifican el ectodominio de neuraminidasa estan reemplazados por nucleétidos que
codifican una secuencia de péptidos heterdloga, cuya secuencia heteréloga comprende al menos un
epitopo de un antigeno protector de un agente infeccioso distinto de la gripe o de un antigeno asociado con
una enfermedad que esta anclado por el extremo N,

de modo que tanto la neuraminidasa de la gripe como la proteina de fusion se expresan e incorporan en el virus de
la gripe aviar quimérico.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico que comprende un segmento NA del virus de la
gripe empaquetado que codifica una proteina de fusién de neuraminidasa, en el que el marco de lectura abierto NA
se modifica de modo que los nucleétidos que codifican el ectodominio NA se reemplazan por nucleétidos que
codifican un ectodominio de un antigeno HN de NDV, de modo que la proteina de fusidon de neuraminidasa se
expresa e incorpora en el virus de la gripe aviar quimérico.

En ciertos aspectos de la descripcion, el virus de la gripe aviar quimérico de los parrafos 209-211 y 213-217
comprende un segmento del gen NS1 empaquetado que codifica una proteina NS1 modificada que reduce la
actividad antagonista del interferon celular del virus. En otros aspectos de la descripcion, el virus de la gripe aviar
quimérico de los parrafos 209-211 y 213-217 comprende un segmento de HA que tiene un marco de lectura abierto
modificado para eliminar el sitio de escision polibasico de la hemaglutinina. En otros aspectos de la descripcion, el
virus de la gripe aviar quimérico del parrafo 215, el primer marco de lectura abierto se modifica para eliminar el sitio
de escision polibasico de la hemaglutinina.
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Se describe en este documento una molécula de acido nucleico recombinante (por ejemplo, moléculas de ADN
recombinantes) que codifica el segmento NA de los parrafos 213 y 216. La presente invencion también proporciona
moléculas de acido nucleico recombinantes (por ejemplo, moléculas de ADN recombinante) que codifican el
segmento de HA de los parrafos 214-215.

Se describen en este documento métodos para propagar los virus de la gripe aviar quiméricos de los parrafos 209-
211y 213-218, que comprenden cultivar los virus de la gripe aviar quiméricos en un huevo embrionado o una linea
celular que es susceptible a la infeccion por el virus de la gripe aviar. Se describen en este documento métodos para
producir una formulaciéon inmunogénica, comprendiendo el método:

(a) propagar el virus quimérico de la gripe aviar de los parrafos 209-211 y 213-218 en un huevo embrionado
0 en una linea celular que es susceptible a la infeccion por el virus de la gripe aviar; y

(b) recoger el virus de progenie,

en el que el virus se cultiva en cantidades suficientes y en condiciones suficientes para que el virus esté libre de
contaminacion, de modo que el virus de la progenie sea adecuado para su uso en una formulaciéon inmunogénica,
por ejemplo, una formulacién de vacuna.

Se describe en este documento un virus de la gripe quimérico atenuado que comprende un segmento NA del virus
de la gripe empaquetado que codifica una proteina de fusién de neuraminidasa, en el que el marco de lectura abierto
de NA se modifica de modo que los nucleétidos que codifican el ectodominio NA se reemplazan por nucleétidos que
codifican un ectodominio de una antigeno de neuraminidasa de un agente infeccioso distinto de la gripe que esta
anclado por el extremo N, de modo que la proteina de fusiéon de neuraminidasa se expresa e incorpora en el virus de
la gripe aviar quimérico atenuado.

Se describe en este documento un virus de la gripe quimérico atenuado que comprende un segmento de HA del
virus de la gripe empaquetado que codifica una proteina de fusiéon de hemaglutinina, en el que el marco de lectura
abierto de HA se modifica de modo que los nucleétidos que codifican el ectodominio de HA se reemplazan por
nucledtidos que codifican un ectodominio de un antigeno de hemaglutinina de un agente infeccioso distinto de la
gripe que esta anclado por el extremo C, de modo que la proteina de fusion de hemaglutinina se expresa e incorpora
en el virus de la gripe quimérico atenuado.

Se describe en este documento un virus de la gripe aviar quimérico atenuado que comprende un segmento de HA
del virus de la gripe bicistronico empaquetado que comprende:

(a) un primer marco de lectura abierto que codifica una proteina de hemaglutinina de la gripe aviar, y

(b) un segundo marco de lectura abierto que codifica un proteina de fusion de hemaglutinina, en la que los
nucleétidos que codifican el ectodominio de hemaglutinina se reemplazan por nucleétidos que codifican una
proteina heterdloga, conteniendo dicha proteina un epitopo de un ectodominio de un antigeno protector de
un agente infeccioso distinto de la gripe o de un antigeno asociado con una enfermedad, dicha proteina de
fusion anclada por el extremo C,

de modo que tanto la hemaglutinina como la proteina de fusion se expresan e incorporan en el virus de la gripe
quimérico atenuado.

Se describe en este documento un virus de la gripe quimérico atenuado que comprende un segmento de NA del
virus de la gripe bicistrénico empaquetado, que comprende:

(a) un primer marco de lectura abierto que codifica una proteina de neuraminidasa de la gripe aviar, y

(b) un segundo marco de lectura abierto que codifica una proteina de fusién de neuraminidasa, en la que
los nucleétidos que codifican el ectodominio de neuraminidasa estan reemplazados por nucleétidos que
codifican la proteina heteréloga, conteniendo dicha proteina un epitopo de un ectodominio de un antigeno
protector de un agente infeccioso distinto de la gripe o de un antigeno asociado con una enfermedad, dicha
proteina de fusién anclada por el término N,

de modo que tanto la neuraminidasa de la gripe como la proteina de fusion se expresan e incorporan en el virus de
la gripe quimérico atenuado.

En ciertos aspectos de la descripcion, el virus de la gripe quimérico atenuado de los parrafos 221-224 comprende un
segmento del gen NS1 empaquetado que codifica una proteina NS1 modificada que reduce la actividad antagonista
del interferon celular del virus. En ciertas otros aspectos, el virus de la gripe quimérico atenuado de los parrafos 221-
224 comprende un segmento de HA que tiene un marco de lectura abierto modificado para eliminar el sitio de
escision polibasico de la hemaglutinina. En otros aspectos, en el virus de la gripe quimérico atenuado del parrafo
223 el primer marco de lectura abierto se modifica para eliminar el sitio de escision polibasico de la hemaglutinina.
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Se describen en este documento moléculas de ADN recombinante que codifican el segmento NA de los parrafos 221
y 224. Se describen en este documento moléculas de ADN recombinante que codifican el segmento HA de los
parrafos 222-223.

Se describen en este documento métodos para propagar los virus de la gripe quiméricos atenuados de los parrafos
221-225 que comprenden cultivar los virus de la gripe quiméricos atenuados en un huevo embrionado o una linea
celular que es susceptible a la infeccion por el virus de la gripe aviar. Se describen en este documento métodos para
producir una formulaciéon inmunogénica, comprendiendo el método:

(a) propagar el virus de la gripe quimérico atenuado de los parrafos 211 y 2221-225 en un huevo
embrionado o una célula que es susceptible a la infeccion del virus de la gripe atenuado; y

(b) recoger el virus progenie,

en el que el virus se cultiva en cantidades suficientes y en condiciones suficientes para que el virus esté libre de
contaminacion, de modo que el virus de la progenie sea adecuado para su uso en una formulaciéon inmunogénica,
por ejemplo, una formulacién de vacuna.

En esta memoria se describe un NDV quimérico que comprende un genoma empaquetado que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina F-proteina de fusién que tiene los dominios transmembrana y
citoplasmatico de una proteina F y el ectodominio de un antigeno de un agente infeccioso distinto de NDV anclado
por el extremo C, de modo que la proteina F-proteina de fusién se expresa e incorpora en el NDV quimérico.

La presente invencion proporciona un NDV quimérico que comprende un genoma empaquetado que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de fusion HN que tiene los dominios transmembrana y
citoplasmatico de una proteina HN y el ectodominio de un antigeno de un agente infeccioso distinto de NDV que
esta anclado por el extremo N, de modo que la proteina de fusiéon HN se expresa e incorpora en el NDV quimérico.

En ciertos aspectos de la descripcion, el genoma del NDV quimérico de los parrafos 212 y 228-229 comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica una proteina F, de modo que la proteina F se expresa e incorpora en el NDV
quimérico ademas de la proteina F-proteina de fusién. En otros aspectos, la secuencia de nucleétidos que codifica la
proteina F-proteina de fusion de NDV reemplaza la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina F de NDV y la
proteina F-proteina de fusién suministra la funcién de la proteina F para el NDV quimérico del parrafo 228.

En ciertas realizaciones, el genoma del NDV quimérico del parrafo 212 y 228-229 comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica una proteina HN, de modo que la proteina HN se expresa e incorpora en el NDV quimérico.
En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de fusion HN reemplaza la secuencia de
nucleétidos que codifica la proteina NDV HN vy la proteina de fusion HN proporciona la funciéon de la proteina HN
para el NDV quimérico del parrafo 229.

La presente invencion proporciona métodos para propagar los NDV quiméricos de los parrafos 212 y 228-229 que
comprenden cultivar los NDV quiméricos en un huevo embrionado o en una linea celular que es susceptible a la
infeccion por NDV. La presente invencién también proporciona un método para producir una formulacién
inmunogénica, comprendiendo el método:

(a) propagar el NDV quimérico de los parrafos 212 y 228-229 en un huevo o célula embrionados; y
(b) recoger el virus de la progenie,

en el que el virus se cultiva en cantidades suficientes y en condiciones suficientes para que el virus esté libre de
contaminacién, de manera que el virus de la progenie sea adecuado para su uso en una formulacién inmunogénica,
por ejemplo, una formulacién de vacuna.

Se describen en este documento huevos embrionados que comprenden los virus quiméricos de los parrafos 209-
210, 212-218 y 228-229. Se describen en este documento lineas celulares que comprenden los virus quiméricos de
los parrafos 209-210, 212-218 y 228-229. Se describen en este documento formulaciones inmunogénicas que
comprenden los virus quiméricos de los parrafos 209-210, 212-218 y 228-229.

Se describen en este documento huevos embrionados que comprenden los virus quiméricos atenuados de los
parrafos 211 y 221-225. Se describen en este documento lineas celulares que comprenden los virus quiméricos
atenuados de los parrafos 211 y 221-225. Se describen en este documento formulaciones inmunogénicas que
comprenden los virus quiméricos atenuados de los parrafos 211 y 221-225.

Se describen en este documento métodos para inducir una respuesta inmune de dos agentes infecciosos en un ave,
comprendiendo el método la administracion de una cantidad eficaz de un virus de la gripe aviar quimérico de los
parrafos 209-210 y 213-218. La presente invencion también proporciona NDV quiméricos para usar en métodos para
inducir una respuesta inmune de dos agentes infecciosos en un ave, comprendiendo el método la administracion de
una cantidad eficaz de un NDV quimérico de los parrafos 212 y 228-229. También se describen en este documento
métodos para inducir una respuesta inmune de dos agentes infecciosos en un sujeto, comprendiendo el método
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administrar una cantidad eficaz de un virus de la gripe quimérico atenuado de los parrafos 211 y 221-225. En ciertos
aspectos, el sujeto es un sujeto humano. En otros aspectos, el sujeto es un mamifero no humano (por ejemplo, un
cerdo, caballo, perro, gato o bovino). En otros aspectos mas, el sujeto es un sujeto aviar.

6. Ejemplos
6.1 Ingenieria del virus de la gripe aviar quimérico que presenta un epitopo del virus de la enfermedad de Newcastle

El siguiente ejemplo describe la produccién de un virus de la gripe aviar quimérico ejemplar. En particular, el ejemplo
describe la ingenieria de un virus de la gripe aviar, Gripe A/Vietham/1203/04 (H5N1), para expresar e incorporar en
su virién una proteina de fusién que comprende los dominios transmembrana y citoplasmatico de la proteina NA del
virus de la gripe aviar y el ectodominio de la proteina HN de NDV. La proteina de fusién reemplaza funcionalmente a
la proteina NA del virus de la gripe aviar.

6.1.1 Materiales y métodos
6.1.1.1 Construccion de Plasmidos

Todas las construcciones de plasmidos para su uso en el rescate de virus recombinantes solo en el plasmido se
clonaron usando la misma estrategia. Los ADNc de longitud completa de segmentos virales se amplificaron usando
PCR con cebadores que incluian sitios de restriccion Sapl, lo que permitié la insercién del producto de PCR en los
sitios Sapl del plasmido pPoll-Sapl-Rb (Flandorfer et al., 2003, J. Virol. 77:9116-9123; Nakaya et al., 2001, J. Virol.
75: 11868-11873). Se confirmaron las secuencias de todos los insertos de PCR (instalacién de secuenciacion de
ADN Mount Sinai, NY), y los cambios de nucleétidos que se habian introducido mediante PCR se corrigieron usando
un kit de mutagénesis dirigida a sitio QuickChange XL (Stragene, La Jolla, CA) cuando fue apropiado. Las
secuencias del GenBank para Gripe A/Vietnam/1203/04 (H5N1), Gripe A/WSN/33 (WSN) y NDV se proporcionan en
la Tabla 2:

Tabla 2. Numeros de acceso de GenBank de segmentos de virus

Virus Segmento | Numero de acceso del Genbank
H5N1 NS AY651553 (SEQ ID NO: 1)
M AY651388 (SEQ ID NO: 2)
NP AY651499 (SEQ ID NO: 3)
HA AY818135 (SEQ ID NO: 4)
NA AY651447 (SEQ ID NO: 5)
PA AY818132 (SEQ ID NO: 6)
PB1 AY818129 (SEQ ID NO: 7)
PB2 AY651719 (SEQ ID NO: 8)
WSN NA L25817 (SEQ ID NO: 9)
NDV B1 | HN AF309418 (SEQ) ID NO: 10)

6.1.1.2 Construccion del segmento viral quimérico

Un ADNCc que codifica el ectodominio HN de NDV B1 y los dominios de la cola citoplasmatica (CT) y transmembrana
(TM) de la neuraminidasa (NA) de la gripe A/AWSN/33 (A/Vietnam/1203/04-A/WSN/33 NAcct + Tv"NDV B1 HN(ecto)) S€
construy6 usando técnicas recombinantes bien conocidas en la técnica. La construccién codifica 19 nucleétidos de la
region 3' no codificante del ARNv de WSN NA, nucledtidos que codifican los aminoacidos 1-36 (108 nucleétidos) de
la region codificante de NA, que corresponden a los dominios de la cola citoplasmatica y transmembrana de la
proteina NA mas el primer amino acido del ectodominio de NA, seguido de nucleétidos que codifican los
aminoacidos 51-568 de la proteina HN de NDV B1 (ectodominio HN), dos codones de parada secuenciales, 157
nucledtidos no traducidos del marco de lectura NA de WSN y la region 5' no codificante del ARNv de WSN (FIGURA

1).
6.1.1.3 Construccion de construcciones de plasmidos que codifican HSN1-NDV quimérico

Se crearon construcciones de plasmido con el fin de producir, mediante rescate con plasmido Unico, un virus
quimérico basado en H5N1 (el virus hospedador) disefiado para presentar una glicoproteina de superficie de NDV.
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El segmento de H5N1 que codifica la glucoproteina NA superficial se seleccion6 para ser reemplazado por un
segmento recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica los dominios CT y TM de la
proteina NA mas el primer aminoacido del ectodominio NA de A/WSN/33 y el ectodominio de la proteina HN de
NDV-B1. La proteina de fusién, A/Vietnam/1203/04-A/WSN/33 NAct + Tvy-NDV B1 HNiecto), SUministra la actividad de
neuraminidasa para el virus de la gripe aviar quimérico. Ver FIG. 1 para un esquema del segmento quimérico.

Los siete segmentos restantes de HSN1 enumerados en la Tabla 2 (NS, M, NP, HA, PA, PB1 y PB2) se clonaron en
pPol1 para producir pPol1VN1203-NS, pPol1VN1203-M, pPol1 VN1203-NP, pPol1 VN1203-HA, pPol1 VN1203-PA,
pPol1VN1203-PB1 y pPol1VN1203-PB2, respectivamente. Para asegurar la atenuacion del virus H5N1 quimérico, se
alteré el segmento que codifica HA de H5N1 para convertir la secuencia de aminoacidos polibasicos nativa
inmediatamente antes del sitio de escisién de HA (nucleétidos 1013-1039 de la secuencia de codificacion de HA de
H5N1) en una secuencia consenso basada en cepas de gripe A H5 avirulentas aviares. La secuencia de
aminodacidos en esta region se alteré a partir de QRERRRKKRG (SEQ ID N°: 11, aminoacidos 2-11 de SEQ ID N°:
14) a QRETRG (SEQ ID N°: 12, aminoéacidos 2-7 de SEQ ID N°: 16), reemplazando los aminoacidos subrayados con
treonina (figura 2). El uso de codones en esta regién se modificd adicionalmente para reducir el nimero de residuos
de adenosina con el fin de minimizar la posibilidad de reintroduccién de residuos de adenosina en esta secuencia
por deslizamiento de la polimerasa y la introduccion resultante de residuos de aminoacidos basicos en el sitio de
corte de HA. Solamente se introdujeron mutaciones sindénimas en la secuencia de HA avirulenta (Figura 3). El
segmento resultante que codifica la glucoproteina de HA alterada, cepas de gripe A aviar de baja virulencia
correspondientes, se cloné en un plasmido pPol1 como se describié previamente, pPol1VN1203-HALO. Con la
excepcion de PB1 y PB2, los productos génicos codificados por los segmentos de H5N1 no se alteraron a partir de
las secuencias de genbank. Las secuencias de PB1 y PB2 se alteraron como resultado de la introduccion de los
sitios de restriccion Sapl. Una sustitucion no sindénima con el nucleétido guanina en la posicion 32 de la secuencia
codificante de PB1 dio como resultado una mutacion de lisina a arginina; la sustitucion no sinénima con el nucleétido
timina en la posicion 1393 de la secuencia codificante de PB2 dio como resultado una mutacién de prolina a serina.
Todos los productos génicos de H5N1 tienen un resto de adenosina en la posicion 4 del ARNv.

Ademas de la construccion del plasmido que codifica la NS de H5N1 de tipo salvaje, pPol1VN1203-NS, también se
generaron tres construcciones de pPol1 que codifican versiones truncadas de forma diferente del segmento del gen
NS de H5N1. Las construcciones adicionales que codifican versiones alteradas del segmento NS pueden ser utiles
para atenuar aun mas el virus quimérico resultante (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N°
6.669.943). Las tres construcciones variaron en el nimero de aminoacidos de la proteina NS1 (del extremo amino)
que se expresan mediante la construccion del plasmido. pPol1VN1203 NS1-126, pPol1VN1203 NS1-99 y
pPol1VN1203 NS1-73 codifican asi solo los primeros 126, solo los primeros 99 y solo los primeros 73 aminoacidos
contados a partir del extremo amino de la proteina NS1 de tipo salvaje, respectivamente. La mutagénesis para
generar constructos truncados no afect6 al marco de lectura abierto de NEP (Figura 4).

6.1.1.4 Rescate de virus infeccioso a partir de construcciones de plasmidos

Los virus quiméricos recombinantes de la descripcion se rescatan por cualquier medio descrito en este documento o
conocido en la técnica. Por ejemplo, las células 293T, HEp-2 o A549 pueden transfectarse con ocho de los
plasmidos pPol1 descritos, seleccionados para alcanzar un nivel deseado de atenuacién viral y para que se
representen los ocho segmentos, es decir, las células se transfectan con pPol1VN WSN-NAct + tm)-NDV B1 HNecto);
pPol1VN1203-HA o pPol1VN1203-HALO; pPol1VN1203-NS, pPol1VN1203 NS1-126, pPol1VN1203 NS1-99 o
pPol1VN1203 NS1-73; pPol1VN1203-M; pPol1VN1203-NP; pPol1VN1203-PA; pPol1VN1203-PB1 y pPol1VN1203-
PB2. Las células se transfectan adicionalmente con plasmidos de expresion eucariéticos que codifican NA, PA, PB1
y PB2, que son necesarios para la replicacion y la transcripcion de los ARNv. Después de la incubacion durante la
noche, las células transfectadas se pueden cultivar conjuntamente con fibroblastos de embrion de pollo para
amplificar el virus producido. Después de una incubacién adicional de 2 a 3 dias, el sobrenadante del cocultivo se
puede inyectar en las cavidades alantoides de huevos embrionados de pollo de 9 6 10 dias para la propagacion.
Para virus atenuados, se pueden usar huevos de 7 dias de edad que no tienen un sistema de interferén competente.
El crecimiento del virus puede confirmarse ensayando el fluido alantoideo cosechado para la hemaglutinaciéon de
acuerdo con protocolos estandar conocidos en la técnica.

6.2 Ingenieria del virus quimérico de la enfermedad de Newcastle que presenta un epitopo extrafio

El siguiente ejemplo describe la produccion de NDV quiméricos ejemplares. En particular, el ejemplo describe la
ingenieria de un NDV quimérico para expresar e incorporar en su virién una proteina de fusion que comprende los
dominios transmembrana y citoplasmatico de una proteina necesaria de NDV y el ectodominio de un virus de la
gripe aviar. El ejemplo demuestra que dicho virus quimérico induce proteccion contra la infeccion posterior por el
virus de la gripe y NDV.

El ejemplo también describe la ingenieria de un NDV ejemplar para expresar e incorporar en su virién una proteina
de fusién que comprende el dominio citoplasmatico de la proteina F de NDV y el ectodominio y dominio
transmembrana del receptor del factor de crecimiento de queratinocitos humanos (KGFR).

6.2.1 Materiales y métodos
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6.2.1.1 Lineas celulares

Se cultivaron células MDCK, HEp-2 y A549 en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) complementado con
suero de ternera fetal al 10% y penicilina/estreptomicina al 1%. El ADNc de longitud completa de la cepa Hitchner B1
de NDV se ha publicado con el nimero de acceso de genbank AF375823 (Nakaya et al., 2001, J. Virol. 75: 11868-
11873).

6.2.1.2 Construccion de Plasmidos

Se ha descrito la ingenieria de ADNc recombinante de NDV para codificar una proteina extrafia (Nakaya et al., 2001,
J. Virol. 75:11868-11873). Brevemente, el ADNc de longitud completa de NDV se introduce en un plasmido entre el
promotor T7 y la ribozima del virus de la hepatitis delta (HDV) y el terminador T7 para crear pNDV/B1. El ADNc de
NDV tiene un sitio Xball disefiado entre los genes P y M que permite la introduccion de secuencias extrafias como
una unidad extratranscripcional en el genoma del NDV (Figura 5). Todos los genes insertados estan disefiados para
contener, secuencialmente, un gen final; 5-TTAGAAAAAA-3' (SEQ ID NO: 18); nucledtido intercistronico T; y la
secuencia de inicio del gen; 5'-ACGGGTAGAA-3' (SEQ ID NO: 19) (la secuencia GE/GS).

Los virus rINDV/B1-KGFR, rNDV/B1-KGFR/F-CT y rNDV/B1-H7HA/F-TMCT se generaron mediante genética inversa
a partir de las copias de ADNc de longitud completa derivadas de la cepa NDV Hitchner B1. Para construir estos
virus, se cloné el ORF de KGFR o H7 HA (proteina HA del subtipo H7N2 de la gripe A) como una unidad
extratranscripcional entre los genes P y M del ADNc de NDV/B1, como se describe para otros ORF (Nakaya et al.
2001, J. Virol. 75: 11868-11873 y Nakaya et al., 2004, J. Virol. 78: 9366-9375). KGFR y H7 HA son ambas proteinas
transmembrana, cada una de las cuales comprende un dominio TM y CT. En la construccion KGFR/F-CT, el dominio
CT de la proteina KGFR fue reemplazado por el de la proteina F de NDV. En la construccion H7 HA/F-TMCT, los
dominios TM y CT de la proteina H7 HA fueron reemplazados por los de la proteina F de NDV. Los virus
recombinantes de NDV se rescataron de ADNc y se propagaron usando técnicas convencionales bien conocidas en
la técnica (véanse, por ejemplo, Swayne et al., 2003, Avian Dis. 47: 1047-1053 y Nakaya et al., 2001). La insercion
de las nuevas unidades de transcripcion en los virus recombinantes se confirmé mediante PCD de transcripcion
inversa seguido de analisis de secuenciacion.

Por ejemplo, el ectodominio (ECTO) del gen H5 HA se produjo por PCR usando los siguientes cebadores (que
incluyen la secuencia GE/GS): Nhel-H5HA P, 5-CG GCT AGC TTAGAAAAAA T ACGGTAGAA GTGAA ACTAGT
CC GCC ACC ATG GAA AGAATA GTG ATT GCC TTT GCA-3' (SEQ ID NO: 20) y Hpal-H5HA P, 5-CG GTT AAC
CTG ATA AGC CCC CAT TGA TTC TAA T-3' (SEQ ID NO: 21) . El fragmento PCR H5 HAecto se digirid con Nhel y
Hpal y se clon6 en pSL1180 (Amersham Pharmacia Biotech) (pSLH5HAcct0). La TM y la CT del gen F de NDV
también se amplificaron por PCR usando los siguientes cebadores, Hpal-NDVF(TM + CYTO)P, 5-CG GTT AAC
CTC ATT ACC TAT ATC GTT TTG ACT-3' (SEQ ID NO: 22), Sacl-Nhel-NDVF(TM + CYTO)M, 5'-CG GAG CTC AA
GCT AGC TTA TCA CAT TTT TGT AGT GGC TCT CAT CTG-3' (SEQ ID NO: 23). Para fusionar con H5 HAeco, la
TM y CT del gen NDV F se digirieron con Hpal y Sacl y luego se clonaron en pSLH5HAc para obtener el gen de
fusion hibrido. Finalmente, el plasmido que contiene el gen HA hibrido H5 se digirié6 con Nhel y se cloné entre los
genes P y M del ADNc de rNDV.

6.2.1.3 Transferencia Western y analisis biolégico

Los virus de extractos celulares o alantoides se purificaron mediante ultracentrifugacion a través de una almohadilla
de sacarosa al 30%. Los niveles de proteina incorporada se controlaron mediante analisis de transferencia Western
utilizando anticuerpos especificos y técnicas de rutina.

La capacidad del NDV quimérico para presentar la proteina KGFR no virica in vivo se determindé inmunizando
ratones BALB/c con 3 x 107 pfu del virus quimérico por via intraperitoneal, seguido de una inmunizacién de refuerzo
usando la misma dosis tres semanas después. Dos semanas después de la segunda inmunizacién, se analizaron
los sueros de animales inoculados para determinar la presencia de anticuerpos contra KGFR por inmunotincion de
células MDCK transfectadas con un plasmido que codificaba KGFR.

Se disefid un sistema in vivo para evaluar si la inmunizacién con el rNDV que comprende el H7 HA/F-TMCT hibrido
podia proporcionar proteccion contra la infeccién posterior por H7 o NDV. Los pollos de dos semanas se
inmunizaron mediante el método de gotas oftalmicas con 100 pl de tres vacunas, rNDV, rNDV-H7 HA/F-TMCT y
Sham. A las 4 semanas de edad, se administraron 100 pl que comprendian 10> dosis embrionarias infecciosas
medias de HP AlV (A/Steele/ACC-10/59 [H7N7]) a través de la hendidura coanal. Las aves fueron observadas en
busca de signos y lesiones por la infeccion HP AIV. Se registré la mortalidad y todos los sobrevivientes fueron
sacrificados por pentobarbital sédico (100 mg/kg) a las 6 semanas de edad.

6.2.2 Resultados
6.2.2.1 Presentacion de KGFR por NDV quimérico que expresa KGFR o KGFR/F-CT
Los virus quiméricos rNDV/B1-KGFR y rNDV/B1-KGFR/F-CT se cultivaron en la cavidad alantoidea de huevos

embrionados de pollo de 10 dias de edad. Los virus purificados se analizaron para determinar la presencia de KGFD
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o KGFR/F-CT mediante analisis de transferencia Western usando un anticuerpo murino anti-KGFR. Se detecté una
respuesta positiva en las muestras aisladas de huevos inoculados con rNDV/B1-KGFR/F-CT pero no con rNDV/B1-
KGFR (figura 6).

Cada uno de estos virus quiméricos también se usé para inmunizar tres ratones BALB/c. Los sueros de los animales
inmunizados se analizaron en cuanto a la presencia de anticuerpos KGFR. Los animales inmunizados con virus
rNDV/B1-KGFR no desarrollaron niveles detectables de anticuerpos KGFR usando este ensayo. Por el contrario, los
tres animales inmunizados con el virus rNDV/B1-KGFR/F-CT fueron positivos mediante este ensayo segun la
presencia de anticuerpos KGFR.

6.2.2.2 Proteccion contra infecciones por H7 por inmunizacion con rNDV-H7 HA/F-TMCT

Los dominios TM y CT del H7 HA natural se reemplazaron por los dominios TM y CT de la proteina F NDV para
generar una proteina HA hibrida, H7HAecto-NDV/Frm + c1)- En un analisis de transferencia Western, tanto el control
rNDV que expresa el ORF completo de H7 HA, rNDV-H7HA, como el rNDV quimérico que expresa el hibrido
H7HAecto-NDV/F(tm + c1), INDV-H7HAecto-NDV/Fm + cT), generd una reaccion positiva al anticuerpo H7; sin embargo,
la sefial de rNDV-H7HAecto-NDV/Fm + c1) era visiblemente muchas veces mas fuerte (Figura 7). Cuando los pollos
inmunizados una vez con rNDV-H7HAeo-NDV/Fm + c1) fueron expuestos posteriormente con una dosis letal de
gripe H7, 9 de cada 10 (90%) de los pollos inmunizados sobrevivieron. Cuando los pollos inmunizados una vez con
rNDV-H7HAecto-NDV/Ftm + c1) fueron expuestos posteriormente con una dosis letal de NDV, 10 de cada 10 (100%)
de los pollos inmunizados sobrevivieron.

6.3 Ingenieria del virus quimérico de la enfermedad de Newcastle que presenta un epitopo extrafio

El siguiente ejemplo describe la produccion de NDV modificados quiméricos. En particular, se produjo un NDV
recombinante para mejorar la virulencia de la estructura de NDV utilizado en el Ejemplo 6.2. El ejemplo demuestra
que la virulencia mejorada del rNDV también mejord la inmunogenicidad de formulaciones inmunogénicas que
comprenden virus quiméricos basados en el rNDV.

6.3.1 Materiales y métodos

A menos que se indique lo contrario, todos los Materiales y Métodos descritos en la seccion son idénticos a los
descritos y ejemplificados en el Ejemplo 6.2, supra.

6.3.1.1 Generacion de rNDV con un sitio de escision modificado en sus proteinas F

Los virus recombinantes de NDV rNDV/F2aa y virus rNDV/F3aa, que tienen dos o tres mutaciones de aminoacidos
en el sitio de escision F de la cepa Hitchner B1 de NDV, se generaron mediante genética inversa. Brevemente, para
generar rNDV/F2aa, el fragmento de PCR se gener6 mediante el uso de cebadores, directo: F2aa-1(+) 5-GGA TCC
CGG TTG GCG CCC TCC AGG (SEQ ID N°: 24), e inverso F2aa-1(-) 5'-AAG GCG CCt CTG TCT CCg CCC TCC
AGA TGT AGT CAC AG-3' (SEQ ID NO: 25) y el clon de NDV B1 de longitud completa, plasmido pT7NDV/B1, como
plantilla. El siguiente fragmento de PCR se generé mediante el uso de cebadores, directo F2aa-2(+) 5'-GGc GGA
GAC AGa GGC GCC TTA TAG GCG CCA TTATTG G-3' (SEQ ID NO: 26), e inverso F2aa-2 (-) 5-CCA TAT TCC
CAC CAG CTA GAT TGT-3' (SEQ ID NO: 27) y pT7NDV/B1 como plantilla. Los nucleétidos mostrados en
minusculas se mutan para modificar la secuencia de aminoacidos del sitio de escisidn de la proteina F a partir de la
cepa NDV/B1 (GGRQGR|L) a GRRQRR|L. Estos dos fragmentos de PCR solapantes (el solapamiento se subraya
en las secuencias del cebador) se combinaron mediante PCR usando cebadores, F2aa-1(+) y F2aa-2(-). El
fragmento de PCR resultante, que contiene el gen F completo, se cloné en pSL1180 (Amersham Pharmacia Biotech)
y se denomind pSLF2aa. El fragmento Stul-Notl (nt 4646 a 4952) de pSLF2aa se escindi6 para reemplazar el
fragmento correspondiente en el plasmido pT7NDV/B1, dando como resultado la formacion del plasmido
pT7NDV/F2aa, que se uso para generar el virus rNDV/F2aa mediante genética inversa. Para la generacion de
rNDV/F3aa, la mutagénesis por PCR se realiz6 mediante la misma estrategia que la descrita anteriormente
utilizando cebadores, directo, F3aa-1(+) 5'-GGA TCC CGG TTG GCG CCC TCC AGG-3' (SEQ ID NO: 28); inverso,
F3aa-1(-) 5-AAa GCG CCt CTG TCT CCg CCC TCC AGA TGT AGT CAC AG-3' (SEQ ID NO: 29); directo, F3aa-
2(+) 5-GGc GGA GAC AGa GGC GCt TTA TAG GCG CCA TTA TTG G-3' (SEQ ID NO: 30); inverso, F3aa-2(-) 5-
CCA TAT TCC CAC CAG CTA GAT TGT-3' (SEQ ID NO: 31) (los nucleotidos mutados se indican con mindsculas) y
el pT7NDV/B1 como plantilla. Estos dos fragmentos de PCR superpuestos (la regiéon de solapamiento esta
subrayada en las secuencias del cebador) se combinaron mediante PCR usando los cebadores F3aa-1(+) y F3aa-
2(-), lo que produjo una modificacién del sitio de escision de GGRQGR|L a GRRQRR|F. El fragmento Stul-Notl (nt
4646 a 4952) de pSLF3aa se escindid para reemplazar el fragmento correspondiente en el plasmido pT7NDV/B1,
dando como resultado la formacion del plasmido pT7NDV/F3aa, que se uso para generar el virus rNDV/F3aa.

6.3.1.2 Generacion de un vector rNDV fusogénico que expresa la proteina quimérica de H7 HA.

Para construir el gen H7 HA quimérico como una unidad extratranscripcional del genoma rNDV/F3aa, el fragmento
que contiene la transmembrana (TM) y la cola citoplasmatica (CYTO) del gen NDV F se produjo inicialmente
mediante PCR usando cebadores, HpaNDV F(TM + CYTO)P, 5'-cgGT TAA CCT CAT TAC CTATAT CGT TTT GAC
T-3' (SEQ ID N°: 32) y SacNheNDVF(TM + CYTO)M, 5'-cg GAG CTC AAG CTA GCT TAT CACATT TTT GTA GTG
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GCT CTC ATC TG-3' (SEQ ID NO: 33) y el plasmido que contiene el gen F de NDV como molde. Este producto de
PCR se digirié con Sac | y Hpa | y luego se cloné en el plasmido, pNhe-NDV-GE/GS que poseia el extremo del gen'y
la sefal de inicio del gen del NDV, dando como resultado la formacion del plasmido, pNhe-NDV-GE/GS-NDVF(TM +
CYTO). Como paso siguiente, permitiendo la conexion del fragmento que contiene el ectodominio H7 HA con el
fragmento de la region TM y CYTO del NDV F, el ectodominio H7HA se produjo mediante PCR usando los
cebadores, SpeH7(ECTO)P, 5-cgACT AGT CCG CCA CCA TGA ACA CTC AAATTC TGG CAT TCA T-5' (SEQ ID
NO: 34), HpaH7(ECTO)M, 5'-cgG TTA ACG TCT TTG TAT CCA CTA CTC AAT TTC AC-3' (SEQ ID NO: 35) y el
plasmido que contiene el gen H7 HA de A/chicken/NY/13142-5/94 (H7N2) como plantilla. Este producto de PCR se
digirié6 con Spe | y Hpa | y luego se insert6 en el plasmido del casete, pNhe-NDV-GE/GS-NDVF(TM + CYTO). En
una etapa final, el plasmido del casete, pNhe-NDV-GE/GS-NDV F(TM + CYTO) se digirid con Nhel para cortar el gen
H7 HA quimérico. Este fragmento de ADN se cloné entre los genes P y M de pT7NDV/F3aa, formando
pT7NDV/F3aa-H7 quimérico. El virus rNDV/F3aa que expresa la proteina H7 HA quimérica se rescatdé a
continuaciéon de pT7NDV/F3aa-H7 quimérico utilizando los métodos descritos, supra.

6.3.1.3 Cinética de crecimiento viral

Los virus rNDV/B1, rNDV/F2aa, rNDV/F3aa, rNDV/B1-H7, o rNDV/F3aa-H7 quimérico (100 UFP/huevo) se
inocularon en huevos de pollo embrionados de 10 dias de edad. Se recogieron fluidos alantoides para determinar los
titulos virales en diferentes momentos (24 horas, 48 horas y 72 horas). La dosis infectiva del cultivo de tejido al 50%
(TCIDsp) de cada virus presente en el fluido alantoideo se determiné mediante ensayo de inmunofluorescencia (IFA).
Para este fin, se infectaron placas de noventa y seis pocillos que contenian células Vero con diluciones en serie de
10 veces de las muestras, y se determind la presencia de proteinas NDV o proteina H7 HA quimérica mediante IFA.

6.3.2 Ensayos de inmunofluorescencia.
6.3.2.1 Ensayos de inmunofluorescencia

Las células MDCK infectadas con el virus de la gripe transfectante se fijaron y se permeabilizaron con metanol
helado. Los antigenos virales se detectaron con anticuerpo monoclonal anti-NDV HN (7B1), anticuerpo monoclonal
H1 HA anti-gripe (2G9) y suero policlonal H5 HA anti-gripe. Para el analisis del crecimiento de NDV y la expresion de
la proteina viral, las células Vero confluentes se infectaron con los virus recombinantes, y se cosecharon en
diferentes momentos (24, 48 y 72 horas). Las células infectadas se fijaron con formaldehido al 2,5% que contenia
Triton X-100 al 0,1%. Las células fijas se trataron con anticuerpo policlonal NDV anti-conejo o suero policlonal anti-
pollo AIV H7, se lavaron y se tifieron con inmunoglobulinas anti-pollo conjugadas con isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (DAKO) para la proteina AIV H7 HA o inmunoglobulinas de conejo conjugadas con Texas Rojo (Molecular
Probe) para las proteinas virales del virus de la enfermedad de Newcastle. La expresion de la proteina viral se
examin6 mediante microscopia de fluorescencia.

6.3.2.2 Tiempo de muerte promedio

Para verificar la patogenicidad de los virus recombinantes en huevos de gallina embrionados, se determiné el tiempo
de muerte promedio (MDT). Brevemente, cinco huevos de pollo embrionados de 10 dias de edad se infectaron con
diluciones en serie de virus de 10 veces. Los huevos se incubaron a 37°C y se controlaron dos veces al dia durante
7 dias. El tiempo para matar los embriones fue registrado. La mayor dilucion que maté a todos los embriones se
determiné como la dosis letal minima. EI MDT se calculé como el tiempo medio para que la dosis letal minima
matara a los embriones.

6.3.2.3 Inmunizacién y exposicion de los pollos

Fueron vacunados pollos White Leghorn una o dos veces con gotas oculares en el saco conjuntival con 107" de
dosis infecciosas medias de embriones de pollo (EIDso) de rNDV/F3aa-H7 quimérico, o dos veces con 10%7°* EIDs
de NDV parental/B1 (pNDV), o dos veces con medios de cultivo de tejidos estériles (simulacro) a las 2 y 4 semanas
de edad. A las 6 semanas de edad, los pollos fueron expuestos intranasalmente con la cepa Fontana de NDV
velogénico (wNDV) (10®" EIDsy por ave) o A/Humana/Steele/59 (H7N7) HPAI (10> EIDsy por ave). Los
sobrevivientes fueron sangrados y sacrificados 14 dias después de la exposicion. Los titulos serologicos de la
inhibicion de la hemaglutinacién (HI) se determinaron usando procedimientos estandar.

6.3.3 Resultados
6.3.3.1 Generacion de mutantes de rNDV fusogénicos

Para mejorar las caracteristicas fusogénicas de la cadena principal de rNDV, se desarrollaron dos mutantes rNDV,
virus rNDV/F2aa y rNDV/F3aa, en los que se reemplazd el sitio de escision de la proteina F con uno de los dos sitios
de escision multi-basicos variantes, que pueden ser activados por proteasas expresadas de manera ubicua (por
ejemplo, furinas proteasas) (Figura 8A). La infeccion de células de fibroblastos de embridon de pollo (CEF) con
rNDV/F2aa y rNDV/F3aa, y no con rNDV/B1, dio como resultado la formacion de sincitios en ausencia de proteasa
afadida exdégenamente (Figura 8B). Ademas, rNDV/F3aa indujo sincitios mas rapidamente en células CEF que
rNDV/F2aa. Por lo tanto, se postulé que una mejor diseminacion del virus en animales inmunizados puede potenciar
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la inmunogenicidad contra la proteina foranea insertada. Por lo tanto, la rINDV/F3aa fusogénica se seleccioné como
un vector estructural para desarrollar una vacuna bivalente disefiada para proteger a las aves de corral frente a AIV
y NDV.

6.3.3.2 Analisis del tiempo de muerte promedio de vectores de plataforma rNDV en huevos de pollo embrionados.

El virus de la enfermedad de Newcastle puede clasificarse como altamente virulento (velogénico), intermedio
(mesogénico) o no virulento (lentogenético) sobre la base de su patogenicidad para los pollos. Dado que se sabe
que la presencia de una proteina F con un sitio de escisidon multibasico es un factor de virulencia del NDV, se evalué
la patogenicidad de los rNDV con proteina F modificada en huevos embrionados de pollo de 10 dias de edad. El
tiempo de muerte promedio (EMT) de los embriones de pollo infectados con NDV se correlaciona con la virulencia in
vivo. Las cepas lentogénicas (que causan infecciones asintomaticas en aves) se caracterizan por MDT de mas de 90
horas, cepas mesogénicas (que causan enfermedades respiratorias en aves) tienen MDT entre 60 y 90 horas, y
cepas velogénicas (que causan enfermedad grave en aves) tienen MDT menores de 60 horas. EI MDT de
rNDV/F2aa era indicativo de una cepa lentogénica, mientras que el de rNDV/F3aa era tipico de una cepa
mesogeénica. Ninguna de estas cepas tenia MDT tipicos de una cepa altamente patdgena (velogénica) (Tabla 3).

Tabla 3. MDT de rNDVs en huevos de pollo embrionados

Requisito de tripsina | Inoculacion
Virus MDT, h
(cultivo celular) EIDso
rNDV/B1 Si 10 113
1 122
rNDV/F2aa No 10 100
1 104
rNDV/F3aa No 10 80
1 84
rNDV/B1-H7 Si 10 Vivo
1 Vivo
rNDV/3aa-H7 quimérico No 10 128
1 140

Sobre la base de estos datos, el vector INDV/F3aa no representaria una amenaza para las aves y, por lo tanto, es
adecuado como estructura para desarrollar una vacuna bivalente para la proteccién de las aves de corral contra AIV
y NDV.

6.3.3.3 Generacion de un vector rNDV fusogénico que expresa el ectodominio de la proteina AIV HA.

El gen que codifica la proteina H7 HA de A/chicken/NY/13142-5/94 (H7N2) se incorporo al vector NDV/F3aa como
se describe supra, dando como resultado la formacion de rNDV/F3aa-H7 quimérico (figura 9A). La cinética de
crecimiento de rNDV/F3aa-H7 quimérico en huevos de gallina embrionados se comparé con la rNDV/F3aa parental
(Figura 9B). El virus que expresa la proteina H7 HA quimérica crecié mas lentamente que el virus sin la insercion y
los titulos maximos fueron aproximadamente un logaritmo mas bajo. Curiosamente, el MDT de este virus fue el de
una cepa lentogénica (128 ~ 140 h) (Tabla 3). La expresion de la proteina H7 HA quimérica a partir de rNDV/F3aa-
H7 quimérico se confirmé mediante transferencia Western de células Vero infectadas 36 horas después de la
infeccion (Figura 9C).

6.3.3.4 Mejora en la incorporacion de la proteina AV H7 HA en viriones rNDV.

Para determinar si la expresion de la proteina H7 HA quimérica que contiene las regiones heterdloga
transmembrana y de la cola citoplasmatica de la proteina F del NDV se asociaria con la incorporacién mejorada en
viriones rNDV, los viriones rNDV/B1-H7 y rNDV/F3aa-H7 quiméricos fueron purificados tal como se describe en §6.3.
Las cantidades de proteina HA H7 o proteina viral NDV de rNDV/B1-H7 o rNDV/F3aa-H7 quimérico se midieron
mediante transferencia Western usando anticuerpo policlonal anti-pollo AIV H7 o suero policlonal anti-conejo NDV.
Como se esperaba, la incorporacioén de la proteina HA H7 quimérica en viriones de rNDV aumento significativamente
en comparacion con la de la proteina de wt HA H7 (Figura 9D). Estos datos sugieren que las regiones
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transmembrana y de la cola citoplasmatica de la proteina F del NDV juegan un papel principal en la incorporacion
mejorada de la proteina extrafia en la superficie viral.

6.3.3.5 Inmunizacién y exposicion de pollos.

Después de una o dos vacunaciones con rNDV/F3aa-H7 quimérico, 50-80% de los pollos tenian titulos de inhibicion
de hemaglutinacion (HI) para H7 AIV y 90-100% de los pollos tenian titulos HI para NDV (Tabla 4A y B). Mientras
que todos los pollos inmunizados dos veces con el NDV/B1 parental (pNDV) tenian titulos HI para NDV pero ninguno
tenia titulos para H7 AlV. Todas las aves infectadas con medios de cultivo de tejidos estériles (simulados) carecian
de titulos HI para cualquiera de los virus. Cuando se desafié con vwNDV, se protegido el 100% de los pollos
inmunizados con rNDV/F3aa-H7 quimérico y pNDV. En comparacién, el 90% de los pollos vacunados con
rNDV/F3aa-H7 quimérico estaban protegidos del virus HPAI H7, pero ninguno de los pollos vacunados con pNDV
estaba protegido del virus HPAI H7. Por el contrario, el 100% y el 70% de las aves infectadas simuladamente
murieron cuando fueron atacadas por los virus vwNDV y HPAI H7, respectivamente. Los sobrevivientes desarrollaron
una respuesta amnésica evidente como un aumento de cuatro veces o mas en el titulo de HI para el virus de prueba
respectivo, excepto para los tres sobrevivientes en el grupo de exposicion al virus simulado-HPAI H7 que no tenia
evidencia seroldgica de infeccion.

Tabla 4A. Serologia HI de pollos inmunizados con virus quiméricos antes de la exposicion

Grupo vacunal® antigeno AIV/H7 | antigeno NDV
rNDV/F3aa-H7 quimérico, 1X 8/10 (11) 10/10 (49)
rNDV/F3aa-H7 quimérico, 1X 7/10 (10) 10/10 (49)
rNDV/F3aa-H7 quimérico, 2X 8/10 (13) 9/10 (56)
rNDV/F3aa-H7 quimérico, 2X 5/10 (9) 9/10 (60)
pNDV, 2X 0/10 10/10 (34)
pNDV, 2X 0/10 10/10 (56)
Simulado , 2X 0/10 0/10
Simulado, 2X 0/10 0/10

Tabla 4B. Serologia HI de pollos inmunizados con virus quiméricos después de la exposicion (14 dias después de la
exposicion)

Grupo vacunal* Virus | Sin supervivientes | antigeno AIV/H7 | antigeno NDV
rNDV/F3aa-H7 quimérico, 1X | vNDV 10/10 9/10 (15) 10/10 (416)
rNDV/F3aa-H7 quimérico, 1X | HPAIV 9/10 9/9 (2.048) 9/9 (37)
rNDV/F3aa-H7 quimérico, 2X | vNDV 10/10 7/10 (17) 10/10 (315)
rNDV/F3aa-H7 quimérico, 2X | HPAIV 9/10 8/8 (955) 8/8 (30)
pNDV, 2X vNDV 10/10 0/10 10/10 (294)
pNDV, 2X HPAIV 0/10 NA NA
Simulado, 2X vNDV 0/10 NA NA
Simulado, 2X HPAIV 3/10 0/3 0/3

Simulado = fluido de cultivo tisular estéril
HPAIV = virus A/humano/Steele/59 (H7N7)

La serologia HI se muestra como el nimero de pollos con suero positivo para Hl/numero de pollos vacunados; los
valores entre paréntesis son el titulo medio geométrico (GMT)
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*n = 10 aves por grupo, 1X = una vacuna, 2X = 2 vacunas

La publicacién titulada "Engineered Viral Vaccine Constructs with Dual Specificity: Avian Influenza and Newcastle
Disease" de Man-Seong Park et al., en PNAS 103: 8203-8208 (2006).

55



10

15

20

25

30

35

40

<110> The Mt. Sinai School of Medicine

<120> VIRUS QUIMERICOS QUE PRESENTAN PROTEINAS DE SUPERFICIE NO NATURALES Y USOS DE LOS

MISMOS

<130> J101875PCEPT1T1

<150> 60/741,833
<151> 02-12-2005

<150> 60/802,864
<151> 22-05-2006

<160> 36

<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210>1
<211>823
<212> ADN

<213> Virus de la Gripe A

<220>

<223> gen de la proteina no estructural 2 (NS) del virus A de la gripe (A/Viet Nam/1203/2004(H5N1))

<400> 1

atggattcea
cgatttgeag
aagtccctaa
ggaaagcaga
gcttcacget
atgcocaage
aaaaccatca
ctacttagag
cttccaggac
gaatggaatg
agtgatgagg
attgagtcag
aattacagaa
agtggagcaa

<210> 2
<211>982
<212> ADN

acactgtgtc
accaagaact
gaggaagagyg
tagtggagcg
acctaactga
agaaagtggce
tattgaaagec
ctttcacaga
atactggtga
ataacacagt
atgggagact
aagtttgaag
aacagcttcg
gagataagag

<213> Virus de la Gripe A

<220>

<223> gen de la proteina 1 (M) del canal 2 idnico de la membrana y de |

Nam/1203/2004(H5N 1))

<400> 2

atgagtcttc
aaageccgaga
gctctcatgg
ggatttgtat
cagaatgocee
aagaagctga
accggtgcac

taaccgaggt
tegcacagaa

agtggctaaa
tcacgetcac
taaatggaaa
aaagagaaat
ttgccagttg

aagctttcag
gggtgatgee
caacactctt
gattctggag
catgactcte
aggtteccctt
aaacttcagt
agaaggagca
ggatgtcaaa
tcgagtcact
tccactcecect
aaataaggtg
aacagataac
ccttetegtt

cgaaacgtac
acttgaagat
gacaagacca
egtgeccagt
tggagatcca
aacattccat
catgggtctc
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LISTA DE SECUENCIAS

gtagactget
ccatteecttg
ggtctggaca
ggggagtctg
gaagaaatgt
tgcatcaaaa
gtgatttttyg
atecgtgggag
aatgcaattyg
gaaactatac
ccaaatcaga
gctgattgaa
gtttatgcaa
tcagettatt

gttctctecta
gtetttgeag
atecctgtcac
gagcgaggac
aataatatgg

ggggctaagg
atatacaaca

ttetttggea
accggetteg
tcgaaacagc
ataaggcact
caagggactg
tggaccagge
accggttgga
aaatctcacc
gcgtecteat
agagattege
aacggtaaat
gaagtaagac
gccttacaac
taa

tcatccegte
gaaagaacac
ctctgactaa
tgecagcagtag
atagggcagt
aggtcgeact
ggatgggaac

56

tgtcegcaaa
ccgagatcag
tactcgegea
taaaatgcecg
gttcatgectce
aataatggat
aaccctaata
attaccttet
cggaggactt
ttggagaaac
ggcgagaaca
atagattgaa
tactgcttga

aggccoectce
cgatctegag
agggattttg
acgetttgte
taagctatat
cagctactca
ggtgactacyg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
823

a matriz del virus A de la gripe (A/Viet

60

120
130
240
300
360
420
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gaagtggcett
tctcacagac
ctggccagca
gaagccatgg
actcatccta
cagaaacgaa
tatcattggg
ttategtege
tatgagggaa
tgtcaacata

<210> 3
<211> 1485
<212> ADN

ttggcctagt
agatggcaac
ctacagctaa
agatcgctaa
actctagtgce
tgggagtgca
atcttgecact
cttaaatacg
gagtaccgge
gaattggagt

<213> Virus de la Gripe A

<220>

<223> gen de la proteina (NP) de la nucleocapsida del virus A de la gripe (A/Viet Nam/1203/2004(H5N1))

<400> 3

atggcgtcte
aatgctactg
atacagatgt
ataacaatag
gaacacccca
gacgggaaat
cgtcaagega
tccaatctaa
ccaaggatgt
gcagcagtaa
atcaacgace
agaatgtgca
caagtgecgag
cggtetgeac
tacggacttg
atagatcctt
aatccagcac
cttagagtct
agaggggttc
ctgagaagca
gcatctgcag
gaaagagcga
aggactgaaa
cggggagtct
atgaataatg

<210> 4
<211> 1707
<212> ADN

aaggcaccaa
agatcagggc
gcacagaact
agagaatggt
gtgegggaaa
gggtgagaga
acaatggaga
atgatgccac
gctetatgat
agggggtagg
ggaatttctg
acatcctcaa
agagcagaaa
tcateatgag
cagtggeccag
tcegectget
ataagagtca
caagtttcat
aaattgectte
gatattggge
gacagatcag
ccattatgge
tcataagaat
tcgagetete
aaggatctta

<213> Virus de la Gripe A

<220>

gtgtgecact
tatcaccaac

ggctatggag
tcaggctagg
tggtctgaga
gatgcagcga
tgatattgtg
gtttgaaaag
aggaacagca
aa

acgatcttat
atctgttgga
caaactcagt
actctctgea
ggacccgaag
gctaattctg
ggacgcaact
atatcagaga
gcaagggtca
gacaatggtg
gagaggcgaa
agggaaattc
tcctgggaat
aggatcagtg
tggatatgac
tcaaaacagce
attagtgtgg

cagagggaca
aaatgagaac

tataagaacce
cgttcagccc
agcatttaca
gatggaaagt
ggacgaaaag
tttettegga
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tgtgagcaga
ccactaatca
cagatggcgg
cagatggtgc
gataatcttc
ttcaagtgat
gattcttgat
agggcactget

gagtgctgtg

gaacagatgg
agaatggtta
gactatgaag
tttgatgaaa
aagactggag
tacgacaaaqg
getggtetta
acgagagctc
actctecega
atggagectga
aatggaagaa
caaacagcag
gotgaaattg
gacocataagt
tttgagagag
caggtcttta
atggcatgece
agagtggtee
atggaggcaa
agaageggayg
actttctcgg
ggaaatactg
gacagaccag
gcaacgaacae
gacaatgcag

ttgecagattc
gacatgagaa
gatcaagtga
aggcaatgag
ttgaaaattt
cctattgttg
cgtettttet
acggcagggy
gatgttgacg

aaactggtgg
gtggcattgg
ggaggctgat
gaaggaacaqg
gtcocaattta
aggagatcag
cccacctgat
tcgtgcgtac
ggagatctgg
tteggatgat
gaacaaggat
cacaaagagce
aagatctecat
cotgettgee
aagggtactc
gtctecattag
actctgcage
caagaggaca
tggactccaa
gaaacaccaa
tccagagaaa
agggcagaac
aagatgtgte
cgatecgtgece
aggag

acagcatcgg
cagaatggtg
gcaggcagcg
gacaattggg
gcaggcctac
ttgccgecaaa
tcaaatgcat
taccetgagte
atggtcattt

ggaacgccag
gaggttctac
ccagaacagc
atacctggaa
tcggaggaga
gaggatttgg
gatatggcat
tggaatggac
agetgecggt
aaaacgaggg
tgcatatgag
aatgatggat
ttttetggea
tgettgtgtyg
teotggttgga
accaaatgag
atttgaggac
gotatecace
cactcttgaa
ceagoagagyg
cctteccette
gtctgacatg
attccagggyg
ttectttgac

480
540
600
660
720
780
840
800
260
982

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1485

<223> gen de la hemaglutinina HA del virus A de la gripe (A/Viet Nam/1203/2004(H5N1))

<400> 4
atggagaaaa
attggttacc
actgttacac
gatggagtga
ccaatgtgtg
ccagtcaatg

tagtgcttct
atgcaaacaa
atgcccaaga
agectctaat
acgaattecat
acctctgtta

ttttgcaata
ctegacagag
catactggaa
tttgagagat
caatgtgeccg
cccaggggat

gtcagtcttg
caggttgaca
aagaaacaca
tgtagcgtag
gaatggtett
ttcaatgact

ttaaaagtga
caataatgga
acgggaagct
ctggatgget
acatagtgga
atgaagaatt
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tcagatttge
aaagaacgtt
ctgcgatcta
ccteggaaac
gaaggccaat
gaaacaccta

60

120
180
240
300
360
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ttgagcagaa
catgaagcct
agaaatgtgg
aataatacca
gcagagcaga
ctaaaccaga
aggatggagt
ggaaatttca
atgaaaagtg
ataaactcta
tatgtgaaat
agaagaagaa
cagggaatgg
gctgcagaca
atcattgaca
aggagaatag
aatgctgaac
gtcaagaacce
aacggttgtt
ggaacgtatg
ggagtaaaat
agttccctag
tegttacaat

<210>5
<211> 1350
<212> ADN

taaaccattt
cattaggggt
tatggcttat
accaagaaga
caaagctcta
gattggtace
tcttectggac
ttgctccaga
aattggaata
gcatgccatt
caaacagatt
aaaagagagg
tagatggttg
aagaatccac
aaatgaacac
agaatttaaa
ttctggttct
tttacgacaa
tcgagttcta
actacccgca
tggaatcaat
cactggcaat
gcagaatttg

<213> Virus de la Gripe A

<220>

tgagaaaatt
gagctcagca
caaaaagaac
tettttggta
tcaaaaccca
aagaataget
aattttaaag
atatgcatac
tggtaactge
ccacaatata
agtccttgeg
attatttgga
gtatgggtac
tcaaaaggca
tcagtttgag
caagaagatg
catggaaaat
ggteccgacta
tcataaatgt
gtattcagaa
aggaatttac
catggtaget
catttaa
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cagatcatce
tgtccatacce
agtacatacc
ctgtggggga
accacctata
actagatcca
ccgaatgatg
aaaattgtca
aacaccaagt
caccctctcea
actgggctea
gctatagcag
caccatagca
atagatggag
gccgttggaa
gaagacgggt
gagagaactc
cagcttaggg
gataatgaat
gaagcgagac
caaatactgt
ggtectatect

ccaaaagttc
agggaaagtc
caacaataaa
ttcaccatcce
tttcegttgg
aagtaaacgg
caatcaactt
agaaagggga
gtcaaactcc
ccattgggga
gaaatagecce
gttttataga
atgagcaggg
tcaccaataa
gggaatttaa
tcctagatgt
tagactttca
ataatgcaaa
gtatggaaag
taaaaagaga
caatttattc
tatggatgtg

ttggtecagt
ctcecttttte
gaggagctac
taatgatgeg
gacatcaaca
gcaaagtgga
cgagagtaat
ctcaacaatt
aatgggggcg
atgccccaaa
tcaaagagag
gggaggatgg
gagtgggtac
ggtcaacteg
caacttagaa
ctggacttat
tgactcaaat
ggagctgggt
tgtaagaaat
ggaaataagt
tacagtggeg
ctccaatgga

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1707

<223> gen de la neuraminidasa (NA) del virus A de la gripe (A/Viet Nam/1203/2004(H5N1))

<400> 5

atgaatccaa
agcttaatgt
gggaatcaac
gcttcagtaa
agtaaggaca
ttcatctcat
aatgacaagc
tgtcctgtgg
geaagtgett
ggggctgtgg
aacaacatac
gtaatgactg
gggaaagtgg
tgttatccta
cggccatggg
gttttecggag
aacggggeat
agaaccaaaa
actgaaacgqg
ggatatagcg
tgtttctggg
agcagcatat
gctgagttge

<210>6
<211> 2151
<212> ADN

atcagaagat
tacaaattgg
accaatctga
aattagcggg
acagtataag
gctcocactt
actccaatgg
gtgaggctcc
gccatgatgg
ctgtattgaa
tgagaactca
acggaccaag
ttaaatcagt
atgccggaga
tatctttcaa
acaatccacg
atggggtaaa
gcactaatte
acagtagctt
ggagttttgt
ttgagttgat
ctttttgtgg
cattcaccat

<213> Virus de la Gripe A

<220>

<223> gen de la proteina polimerasa PA del virus A de la gripe (A/Viet Nam/1203/2004(H5N1))

<400> 6

aataaccatc
gaacatgatc
accaatcagc
caattcatct
gatcggttcc
ggaatgcaga
gactgtcaaa
ctccccatat
caccagttgg
atacaatgge
agagtctgaa
taatggtcag
cgaattggat
aatcacatgt
tcaaaatttg
ccccaatgat
agggttttca
caggagcgge
ttcagtgaaa
ccagcatcoca
cagagggcgg
tgtaaatagt
tgacaagtag

ggatcaatct
tcaatatggg
aatactaatt
ctttgeccea
aagggggatg
actttetttt
gacagaagcc
aactcaaggt
ttgacgattyg
ataataacag
tgtgcatgtg
gcatcacata
gctcctaatt
gtgtgcaggg
gagtatcaaa
ggaacaggta
tttaaatacyg
tttgaaatga
caagatatcg
gaactgacag
cccaaagaga
gacactgtgg

gtatggtaac
tcagtcattc
ttcttactga
ttaacggatg
tgtttgttat
tgactcaggg
ctcacagaac
ttgagtctgt
gaatttctgg
acactatcaa
taaatggetce
agatcttcaa
atcactatga
ataattggca
taggatatat
gttgtggtcc
gcaatggtgt
tttgggatcce
tagcaataac
gactagattg
gcacaatttg

gttggtettg

58

tggaatagtt
aattcacaca
gaaagctgtg
ggctgtatac
aagagagccg
agecttgetyg
attaatgagt
tgcttggtca
cccagacaat
gagttggagyg
ttgetttack
aatggaaaaa
ggaatgctcc
tggctcaaat
atgcagtgga
ggtgtectcet
ctggatcggg
aaatgggtgg
tgattggtca
cataagacct
gactagtggg
gccagacggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350



10

atggaagact
atgaaagaat
cacttggagg
ataattgtag
ggaagagacc
gagaaaccta
ggagtgacac
gaggagacac
tacaccettg
gaaatggcca
attgaagaaa
ccegaacttet
tgcattgagg
ttgaagacaa
aagttcttge
gggataccac
aacatcgtga
gtgetggeaqg
aaaaaaacaa
tttgaggact
agatcactag
atttggattg
atgagaagga
aagggagtgt
caactgatte
tatggattca
gtgagtatgg
tgtgtecteg
atgttectgt
atgaggcgat
tetgteaaag
attggagagt
ctggegaagt
gaatcaagaa
ttegatecttg
ttgcttaatg

<210>7
<211> 2274
<212> ADN

ttgtgcgaca
atggggaaga
tetgtttcat
aatctggaga
gaacgatggce
aatttctece
ggagggaagt
atattcacat
atgaagagag
gtaggggtct
aatttgaaat
ccagecttga
gcaagcettte
cgeccacgecece
tgatggatge
tatacgatgc
aaccacatga
aactccaaga
gccagttgaa
gcaaagatgt
caagctggat
aactcgatga
actattttac
acataaacac
caatgataag
ttataaaagyg
aattectectet
agataggaga
atgtaagaac
gccttotteca
agaaggacat
ccecccaaggyg
ctgtgttcaa
aattgettet
gagggctata
cgtettggtt

<213> Virus de la Gripe A

<220>

<223> gen de la proteina polimerasa PB1 del virus A de la gripe (A/Viet Nam/1203/2004(H5N1))

<400>7

atggatgtca
accttecctt
gacacagtca
actggagcac
gggtacgcac
gggatctttyg
aaactgacce
actgetttag
ggacggctaa
ataacaacac
acacaaagaa
gcactgacac

atccgacttt
atactggaga
acagaacaca
cccaactcaa
aaacagattg
aaaactcgtg
aaggtcgcca
ccaacactat
tagatttcct
atttccagag
caatagggaa
tgaacacaat

atgcttcaat
tccgaaaatc
gtatteggat
tccgaatgca
ctggactgtg
agatttgtat
tcatacatac
attctcattc
cagggcaaga
atgggattcc
cactggaacc
aaactttaga
tcaaatgtca
tctcagacta
ccttaaatta
aatcaaatgc
aaaaggtata
tattgaaaat
gtgggeactc
tagcgatcta
tcagagtgaa
aataggagaa
agcggaagta
agccctgttg
caaatgcaga
gagatccogac
tactgatceg
catgctecte
caatggaacce
atccctteaa
gaccaaagaa
agtggaggaa
cagtttatat
cattgctcag
tgaagcaatt
caactcectte

acttttcttg
ccctecatac
ccaatattca
cccgattgat
tgtattggaa
tcttgaaacy
gacctatgac
agaaatcttce
caaggatgtg
aaagagaagg
gaaaaaacaa
gacaaaagat

ES 2 668 464 T3

ccaatgattg
gaaacgaaca
tttcacttta
ttattgaaac
gtgaatagta
gactacaaag
tatctggaga
acaggggagg
attaaaacca
tttegtcaat
atgegecagac
gectatgtgg
aaagaagtga
cctgatggge
agcatcgaag
atgaagacat
aaccccaatt
gaggagaaaa
ggtgagaaca
agacagtatg
ttcaacaagg
gacgtagcte
tcccattgea
aatgcatcct
accaaagaag
ttgaggaatg
aggctggage
cggactgcag
tccaagatca
caaattgaaa
ttctttgaaa
ggctececateg
gcatctecac
gcacttaggyg
gaggagtgce
ctcgeacatg

aaagtaccag
agccatggaa
gaaaagggga
ggaccactac
gcaatggett
atggaaattg
tggacattga
agatcgaacyg
atggagtcaa
gtgagggaca
aggctgaaca
gcagaaagag

tcgagettge
agtttgctge
ttgatgaacg
accgatttga
tctgoaacac
agaaccgatt
aagccaacaa
aaatggccac
ggctgtteac
ccgagagagg
ttgcagacca
atggattega
atgctagaat
ctcecttgete
accogagtca
ttttecggetg
acctcetgge
tcccaaaaac
tggcaccaga
acagtgatga
catgtgaatt
caattgagca
gggecactga
gtgcagccat
gaagacggaa
ataccgatgt
cacacaagtg
taggeoccaagt
aaatgaaatg
gcatgattga
acaaatcaga
gaaaggtgtg
aactcgaggyg
acaacctgga
tgattaacga
cactgaaata

tgcaaaatgce
cagggacagg
agtggacaac
ctgaggataa
tcettgaaga
ttcaacaaac
atagaaacca
gtctaacage
tggataagga
acatgaccaa
aaaagagcta
gceaaattgaa

59

ggaaaaggca
aatatgcaca
gagtgaatca
aataattgaa
cacaggagtt
catcgaaatt
gataaaatcc
caaagcggac
cataaggecag
cgaagagaca
aagtctccea
accgaacgge
tgageccattt
tcagcggtcg
tgagggggag
gaaagagcce
ttggaagcaa
aaagaacatg
gaaagtagac
accagagtct
gacagattcg
cattgcaagt
atacataatg
ggatgacttt
aactaatctg
ggtaaatttt
ggaaaagtac
ttogaggece
gggcatggaa
agccgagtcet
aacatggecyg
cagaaccttg
gttttecaget
acctgggace
tccetgggtt
g

tataagtacc
atacaccatg
aaacacagag
tgagcececagt
atcccacccea
aagagtggat
accggctgca
caatgaatcg
agaaatggag
gaaaatggtc
cctgataaga
gaggcgageyg

60
120
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
1520
1380
2040
2100
2151

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



10

attgcaacac
agtatctgtg
aaattggcaa
acaattactg
atgataacgt
cctataatgt
agcatgaagt
ttcaatgaat
gectecattga
gtttcaatce
ctccaatcet
gcaggagtgg
aagtcttaca
tttgtagcca
gccgacatga
ccagcaacag
tgccacagag
gagcaaacee
atccgaaace
cagggcagac
aacaatgetg
gcaactacac
ggaattcttg
cccagecagtt
agggccagaa
gccgagatca

<210> 8
<211> 2280
<212> ADN

ccggaatgea
agaaacttga
acgtcgtgag
gagacaatac
acatcacaag
tctcaaacaa
tacgaacaca
taacgaaaaa
gccctggaat
tgaatcttgg
ctgatgattt
ataggtttta
taaatcggac
atttcagtat
gcattggtgt
ctcagatggc
gggatacgca
gtteaaagge
tcacatattee
tgtgtaatce
tagtaatgce
attecatggat
aggatgaaca
catatcggag
ttgacgcacg
tgaagatctg

<213> Virus de la Gripe A

<220>

<223> gen de subunidad basica 2 de la polimerasa (PB2) del virus A de la gripe (A/Viet Nam/1203/2004(H5N1))

<400> 8

atggagagaa
acaaaaacca
aagaaccctg
aagagaataa
acaaatgatg
aggaatgggc
aaggttgaaa
atacgccgce
gatgtcatca
tegeaattga
ttaatggttg
gcaggcggaa
gaacagatgt
attgctgcca
ctggagatgt
aatccaactg
tcttccttta
gaagaggaag
gaggaattca
ctgattcagt
gcaatggtgt
gtaaacagag
gacgcaaaag
atcggaatat
agtaaaatgg
ttcttaaggg
acccagggaa
ggtcctgagt

taaaagaatt
ctgtggacca
ctctcagaat
tagagatgat
ctggategga
cggcgacaag
gattaaaaca
gagttgatat
tggaggtegt
caataacgaa
catacatgtt
caagtagtgt
acactccagg
gaaacattgt
gtcacagcac
aggaacaagc
gctttggagg
tgcttacagg
caatggttgg
tgatagtaag
tctcacagga
caaaccaaag
tgctatttca
tacctgacat
gagtggatga
ttegagatca
cagagaaatt
cagtgettgt

aatcagagga
gcaatctgga
gaagatgatg
caaatggaat
gaaccagcca
aatggecgaga
aataccagca
gaaaattgag
gatgatggge
acagaaaagg
cgotetecate
taggacttgt
agggacattt
ggagctgecc
tacagtgata
tcttcagtta
aatccaaaca
aggactgttg
tgaagtetge
tctgaatcca
agoetcatgge
tecctaaaagg
gatgtaccag
gccagttgga
aatcgattte
ttccaccatt

acgagatcta
tatggccata
gaaatggatg
tcctgaaagyg
cagggtgatg
tgcagttcat
tggaaccttc
aaatcctgge
tttcoccaaat
agagaagaaa
ggaaagggaa
gtacattgag
cggagaagtg
taggagagca
acaaattggt
tgtggatata
cttcacttte
caacctccaa
gcggagggca
tggaagagac
ggattgecatg
attaaacccc
gaattgggga
gactcccage
atattccage
gcgggggaac
gacaataaca
taacacctat

ES 2 668 464 T3

ttcgtgtact
ctcccagteg
actaactcac
gagaatcaga
gaatggttte
ctaggaaaag
gaaatgecttg
aaaataagge
atgttecaaca
tacaccaaaa
gtaaatgeac
aaactagttg
gaattcacga
agttttggag
aaaaacaata
ttcatcaagg
aggagatcat
gttteagaty
ttaaaatggg
ttegteagee
ccggecaaga
aaccgtteca
aagtgotgca
atttccageca
gagtctggaa
gaagaactca

atgtcacagt
atcaagaaat
atggcaatga
aatgaacaag
gtgtectacee
tatccaaagg
ggtccegtte
catgecagate
gaagtgggag
gaagagctece
ctggtccgea
gtattgcatt
agaaatgacg
acagtatcag
gggataagga
tgcaaagcag
aaaagaacaa
acattgaaaa
acagctatcc
caacaatcaa
ataaaggcag
atgcatcaac
attgaaccca
acagaaatgt
actgagagag
gtactettat
tattcatcat
cagtggatca

ttgttgaaac
gagggaatga
aagatactga
atcctaggat
ggaatgtett
gatacatgtt
caaacattga
ctetattaat
tgectgagtac
ccacatattg
cgaatcatga
gaatcaatat
gottttteta
tgtctggaat
tgataaacaa
actacagata
tcgagectgaa
gaggaccaaa
aattgatgga
ataaggaaat
gtatggaata
ttetcaatac
atctattega
tggtggagge
ggattaagaa
gacggcaaaa

ccecgeacteg
acacatcagg
aatatccaat
ggcagacget
tagctgtaac
tttacaaaac
atttccgaaa
tcagtgctaa
ctagaatatt
aagattgtaa
aaaccagatt
tgactcaagg
atgttgacca
cggatccact
tggtggacat
caatgggtct
gtggatcatc
taagagtaca
tgaggaaagc
tegetgagge
tcegaggega
tcctgagaca
ttgataatgt
cactgagagg
tagttgtaag
ctceocgaaga
caatgatgtg
tcagaaactg

60

actagcgagg
gaagaaggct
actctccttt
gtttetggea
aagcataget
cgaaagtaag
tcttaaatac
agatggtaca
agtcctagga
gtgggacgga
gggaatacaa
gagcaagaag
cogetatgga
taatgaatcg
cgacettggy
cacataccga
gaagctgtgy
tetatacaat
tgaagattac
tgaatctgte
tgatgecgtt
gagtcaaagyg
gaaattcttce
catggtgtct
agaagagttt
atag

cgagatacta
aagacaagag
cacagcggac
ctggagcaag
ttggtggaat
atactttgag
ccaggttaaa
agaagcacaa
gacatcagag
gattgetece
cctaccggta
gacctgctgyg
gagtttgatc
ggcatcactg
ccttaggcaa
taggatcagt
cgtcaagaag
tgaggggtat
aactagaagg
aatcattgta
tctgaatttce
ttttcaaaag
catggggaty
agtaagagtt
tattgacogt
ggtcagegaa
ggaaatcaac
ggagactgtg

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1580
2040
2100
2160
2220
2274

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680



10

15

20

aagattcaat
caatcecttgg
cagcaaatgc
tttgcagcag
agaggctcag
gcaaccaaaa
gaagggacaqg
gacaaaaggt
aaagctaatg
tctagcatac

<210>9
<211> 1409
<212> ADN

ggtctcaaga
tacccaaage
gtgacgtact
ceoccacegaa
gaatgagaat
ggcttaccgt
ccggagtgga
atggaccage
tgetgatagg
ttactgacag

<213> Virus de la Gripe A

<220>

cceccacgatg
tgccagaggt
ggggacattt
gcagagcaga
actcgtaagg
ccttggaaag
gtctgeagta
attgagecate
gcaaggagac
ccagacageg

ES 2 668 464 T3

ctgtacaata
caatacagtg
gatactgtcc
atgcagtttt
ggcaattcce
gacgcaggty
ctgaggggat
aatgaactga
gtggtgttgy
accaaaagaa

agatggagtt
gatttgtgag
agataataaa
cttctctaac
ctgtgttcaa
cattaacaga
tcttaatttt
gcaatettge
taatgaaacg
tteggatgge

tgaacegttc
aacattattc
gctgctacca
tgtgaatgtg
ctacaataag
ggatccggat
aggcaaggag
gaagggggag
aaaacgggac
catcaattag

<223> gen de la neuraminidasa del virus A de la gripe (A/WSN/1933(H1N1))

<400> 9

agcgaaagca
tatggtagtc
tagccattca
tacctataaa
tctttgtece
caaaggagac
gacctttttt
ggacagaagc
caattcaagg
gctaacaatc
cataataact
atgtacctgt
ggectegtac
tgcacctaat
tgtgtgcaga
agattataaa
tggaacagge
atataagtat
gtttgagatg
acaagatgtt
tgagctaaca
acctgaggag
tgatactgta
gtttgttcaa

<210> 10
<211> 15186
<212> ADN

ggagtttaaa
ggaataatta
attcaaaccg
gttgttgectg
atcecgtgggt
gtttttgtca
ctgactcaag
ccttataggg
tttgaatcgg
ggaatttctg
gaaaccataa
gtaaatggtt
aaaattttca
tctcactacg
gacaattggc
ataggataca
agetgtggece
ggcaatggtyg
atttgggatc
gtggcaatga
gggctagact
gacgcaatct
gattggtett
aaaactcett

tgaatccaaa
gcctaatatt
gaaatcaaaa
ggcaggactc
gggctataca
taagagagcc
gegecttack
ccttaatgag
ttgcttggtce
gtccagatga
aaagttggag
catgttttac
agatcgagaa
aggaatgttc
acggttcgaa
tetgecagtgg
cagtgtetge
tttggatagy
ctaatggatg
ctgatcggtc
gtatgaggee
ggactagtgg
ggccagacgg
gtttctact

ccagaaaata
gcaaatagga
ccatactgga
aacttcagtg
cagcaaagac
ttttatttca
gaatgacaag
ctgccetgte
agcaagtgca
tggagcagtg
gaagaatata
cataatgacc
ggggaaggtt
ctgttaccect
ccgaccatgg
ggtttteggt
tgatggagea
aaggactaaa
gacagagact
agggtacagc
ttgettetgg
gagcatcatt
tgctgagttg

<213> virus de la enfermedad de Newcastle

<220>

ataaccattyg
aatataatct
atatgcaacc
atattaaccg
aatggcataa
tgttctcact
cattcaaggg
ggtgaagctc
tgtcatgatg
gctgtattaa
ttgagaacac
gatggcecaa
actaaatcaa
gataccggca
gtgtcctteg
gacaacccgce
aacggagtaa
agtgacagtt
gatagtaggt
ggaagtttcyg
gttgaattaa
tctttttgtyg
cogttcacea

<223> genoma de B1 del virus de la enfermedad de Newcastle

<400> 10

accaaacaga
tagaaggtgt
catgtettec
agctcatgga
taacagtgat
tagcgaagat
ctcacaggta
cgtgettgag
gtctgaagag
caacggcace

gaatcggtga
gaatctcgag
gtattcgacg
gggggggaga
gacccagaag
gccaacaaac
atgaggaacc
attgatgget
agagcacaga
cegttegtea

gttacgataa
tgcgagceceg
agtacgaaca
aagggagtac
ataggtggag
cactcaggca
atgttgccet
ttgccaacgy
gatttgcgat
cageegggge

aaggcgaagg
aagcacaaac
geteoctegeg
cttaaaagta
ctttgtggta
aggtgctctc
tgcagggaaa
cacgacccag
gatagcagga
tgaagatgat

agcaattgaa
tcgaggaagce
gctcagacte
gacgtccecgg
ttctgecectee
atatctcttt
cagaatgaag
ttcaacaata
tcteteecte
goaccagaaqg

61

ggtcaatctg
caatatggat
aaggcagcat
gcaattcatc
gaattggtte
tggaatgcag
ggacctttaa
cgtccecegta
gaatgggctg
aatacaacgg
aagagtctga
gtgatgggcet
tagagttgaa
aagtgatgtg
accaaaacct
gtcccaaaga
agggatttte
ccagacatgqg
tctctatgag
ttcaacatcc
tcagggggcet
gtgtgaatgg
ttgacaagta

gtcgcacggy
cttctgeccaa
gocccaatgyg
tattcactct
ggattgctgt
tatgctecca
ccacattgge
ggagtggagt
gggcatgcag
acatcaccga

1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1409

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600



tacecctggag
gactgegtat
aggcagggtc
gatcagacag
cacggcaggt
gaataccggg
agcecttgea
gtatcggatg
gagectttgeg
cctagataaa
gagacttgga
cgagctaaag
cgaggtgacc
cgagggggga

cggggatggyg
ggagocaaaa

ccaagataac
acatcccaat
ctcaaacaaa
gcaacagagg
agtacgggta
cctctacctg
tatttgagac
agactgttgg
agaagcatgg
ctgacaaaca
ccgectgacca
gagcaagcaa
aaaagggccc
ggagtcaacce
ctggaaacca
tatcagctgg
tttectgegga
aggggattte
catecctecat
tggaagccaa
tgagtgatct
catecteecta
cacatecate
gggacactgt
tecctaagcaa
ctctaaatgg
ggaatctgeca
ctctcgette
ggattaagaa
taggacaatt
gatcogtecta
gegecttgac
catctttcaa
cgagttactt
tgagctggca
tgagagaatg
ggcaaacaaa
cgggagtgga
ggatgtetac
tgegetcaat
gtctaagtct
cgtagatagg
tgatctatct
tgcacggact
agcaaatgct
cgttaaaatc
ggttacctet
ataagetgeg
actaatctgt

aggatcetct
gagactgcag
caaaagaaat
tctettgcag
ggtacctcta
cttactgecat
cttagtagee
aaaggagata
cctgecgagt
ggtactggga
gtagagtacg
ctaaccecegyg
agcagcatag
teccaagecce
gagacccaat
tetgeacagyg
gacaccgact
getetcaccee
catcccecte
cacaatgcgyg
gaagagggat
atagaccagg
aagtggaact
aaggagtgca
gagcatccag
accatccaca
geeccoccecace
ctektetgetg
atggtcgage
cagtegegga
gggcacagac
tgcaacccct
tcattteccac
ccaaagagta
coctatgatyg
cttgggaatyg
acgggcagtt
tgtgatacaa
tgaattgatt
ccgtgeattyg
gttagatgca
ctaattacta
cegagttcee
ctcagceccca
aaaatacggg
gggctgtact
caagacacag
ttgtggactg
gttgggaatyg
tecegetgega
agggcctgte
gttttetcoag
tactcatecag
accctagaat
aagatceccag
gtcactatta
gacagcggat
aaggggaaga
gtcgggctca
aagecttttgg
tetecctecagg
attatccaag
actaagetgy
tetetgagat
cttgattatt

ctatccagge
atgagtegga
acatcctcta
tcegeatett
cttattataa
tettcettgac
tctecaggaga
atgcgeccgta
atgecacaact
aataccaatt
ctecaggetca
cagcaaggag
acatgcctac
tacaaggcgg
tectggatet
gaactecoea
gggggtattg
gtagtcgacc
tttccteceoct
ctcactaaca
attcagagat
acaaacatgg
gtcattgaca
atecccacaag
ccaccggeca
cccgageaaa
caggccacagqg
ttgatgettg
ccccaagagg
aacagtcagg
gtgaacacag
catggtctcc
ccacctgtag
agtaaggttg
gggtccgaaa
atgaagattt
gcccgatcte
ggaggcgaaa
aaaccogaoca
atcatgtcac
gcegggtega
ctgccacacg
cocogeagac
ctgaatgatc
tagaattgga
ttgattectge
gagatgggaa
atagtaagga
aagaagccac
tgctctgect
tcactatgat
tagtgeagge
tgaatgecagt
acaaggtgaa
ctgecagtatt
atgtggaggt
actatgctaa
aagtgacatt
gtgatgtgct
cacctttett
tggccaagat
caggtaccca
agaaggggca
tgcgatecge
tacagttagt
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tcaagtatgg
aacaaggcga
cccegtatge
tttggttage
cctagtaggy
actcaagtac
catccagaag
catgacatta
ttactcettt
tgecaaggac
gggaagtagce
gggectggea
tcaacaagtc
atcgaataga
gatgagageg
ateggggeoct
attgacaaaa
cctocgatttg
cccoctgetyg
atcaaaacag
cagggcaagt
ccacctttac
acataattac
gcaagaccaa
gtcaagacaa
cgacceacgea
acgaagccgt
acaagctcag
ggaatcacca
aaagacdcgea
catatcatgg
gatcaaagca
actttgtgca
cetatcaggt
tocaacaget
tggatcocgy
acccggtttt
tggcacttaa
ctgeatgegg
gaccaatgea
togaggaaat
tagcgggtcc
ccaaggtcca
gcgcaaccge
gbtgccccaat
ccattettet
gaagcaaatce
agactcagta
tgtocggeoatt
aggaagcgte
ggtcacatge
accccaagtyg
caagcacgtg
ctttgtctcc
gaagatttct
agaccogagy
cctecttettg
tgacaagctyg
cgggecttce
ctectagecagt
actctggagt
acgegetgte
cacacttgee
ccactcacee
ttacctgtee

gtcacagtag
atcaataagt
aggagcacaa
gagctcaaga
gacgtagact
ggaatcaaca
atgaagcage
cttggtgata
gccatgggta
tttatgagca
attaacgaqgg
gctgctgeee
ggagtcctca
tcgcaaggge
gtagcaaata
cecocaacte
cccagcctge
cggcteoctata
tacaactccg
agccgaggga
cteccegagte
agatgcagag
agceccagggt
ggtgctgage
cecccgatega
tgacagceoy
cgacacacag
caataaatcg
acgtcegact
gaaccaagte
acaatgggag
gagccaaaac
agcgatgatg
agatcttgtt
gaaaacattt
ttgtgccaac
agtttcaggc
taaacttteg
gactgatata
cccgagttet
caggaaaate
ctgtccactc
actctecaag
aattaatcta
tgtgccaaga
agcaacctgt
gocdcgeaat
ttecatcacca
atcgatgata
ccaaataccg
aagaagagtg
ctgoaaaget
aaagcgccag
ttgactgtgg
ggctcegagte
agtcctttgg
catattggac
gaaaagaaaa
gtgttggtaa
gggacagecet
caaaccgegt
gcagtgaceyg
aaatacaatc
agatcatcat
atcaagttag
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caaaagccat
atatgcagca
tccaactcac
gaggccgeaa
catatatcag
ccaagacatc
tecatgegttt
gtgaccagat
tggecatcagt
catcattctg
atatggectge
aacgagtcte
ctgggcttag
aaccagaagc
gcatgaggga
ctgggecate
ttctacaaga
tgaccacacc
cacgcectag
attagaaaaa
tetgotetct
atcgacgagc
aaaccagcag
gcagcatggyg
caggacagat
ccggocacat
ctcaggaccg
tccaatgecta
caacagcagg
aaggcegece
gagtcacaac
aatacccctg
tectattatgg
tttaaacaga
gttgcagtca
atttcatctt
cctggagacc
caaccagtgce
ggagtggaga
tcagccaage
aagegecttg
ggcatcacac
cggcaatcct
gctacattaa
tggactcatc
tagcattteoc
ataggatcca
cctatggatt
aacccaagcg
gagaccttat
caactaatac
gtagggttgt
agaagatcce
taccgaagaa
tgtacaatct
ttaaatctct
ttatgaccac
taaggagect
aagcaagagg
getatcccat
gcetgeggag
ctgaccacga
cttttaagaa
gacacaaaaa
aaaaaacacg

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
2160
2220
2280
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
4260
4320
4380
4440
4500



ggtagaagac
taccaagaac
ctgtcecggea
agacaaagca
cccgaatcetg
gacattgacc
gactacatct
tcttggggtt
aaatgctgcc
tgaggtcact
taatgaccaa
tggtgtagag
ttcacctgee
ggattactta
cggcttaatc
ggtaactcta
atcegtaage
cggttetgtyg
ttgtacaaga
tacateggec
caaaggcetca
tatcatatecg
tttatectta
gaatatcteca
gettgggaat
aaaactagac
tttgactate
gtacaagcaa
gatgagagcc
tttgtgtgaa
agatgaccaa
ccagacttca
gccgttagec
atatteccgga
cttttatata
tccagggcag
atatataage
atgaacgcaa
ggggcaccta
gatgctagtg
ceggegacta
cattactgct
cagtatttag
ctgegtteca
cecctgggtt
tcagctgtecce
aaggacctag
ggtggatctt
tecaccecagtyg
tgcecagatg
tttggtggga
gaagaccagg
attctcacag
gogbtattat
tteaatgeoct
tegbtgtgtta
ttgcgagggg
gecagtatteg
gragcataca
agcattgectg
gagatcctca
aagagttgga
tgccagegeyg
atcagattaa
acaaggcaaa

tetggatcce
ccagcaccta
aactccattg
gtcaacatat
cccaaggata
actttgctca
ggagggggga
gcaactgccg
aacatcctcce
gacggattat
tttaataaaa
ctcaacctgt
ttaaacaage
ttgactaagt
accggtaacc
ccttcagteg
acaaccaggyg
atagaagaac
atagtaacgt
tgtatgtact
gteategeta
caaaactatg
ggcgggataa
atacaagatt
gtcaacaact
aaagtcaatg
atatctottyg
aaggcgcaac
actacaaaaa
agttctggta
aggacgatat
caacctecegt
aagttgecgtt
ttgeaatcett
gcatggggge
aagaaaagat
aagtggecct
taacatctct
ttcatgacce
atgtcacate
ctacaggatc
acacccataa
cacttggtgt
tcaacctgga
gtgatatgcect
ctacgcggat
atgtcacaac
ttattgacag
acactgtaca
agcaagacta
aacgecataca
tactgactgt
tagggacatc
atcctatgac
tcacteggee
ctggagtcta
tattcgggac
atagcacatc
caacatcaac
aaatatctaa
aagatgacgg
aagatggcat
tgctcgaatt
gcecttgteaa
acagctcatg

ggttggegee
tgatgcetgac
atggcaggcc
acaccteate
aggaggcatg
coccococttgg
gacaggggcyg
cacaaataac
gacttaaaga
cccaactage
cagotcagga
acctaaccga
tgactattca
taggtatagg
ctattctata
ggaacctaaa
gatttgecte
ttgacaccte
tcectatgte
caaagaccga
actgcaagat
gagaagccgt
ctttaaggcet
ctcaagtaat
cgatcagtaa
tcaaactgac
tttttggtat
aaaagacctt
tgtgaacaca
gtctgtcagt
acgggtagaa
tctacegett
agagaatgat
attcttaaca
tagcacacct
tacatctaca
tgagteteca
ctecttatcag
agattatata
attctatecece
aggttgecact
tgtaatattg
getecggaca
cgacacccaa
gtgctcgaaa
ggtacatggg
attatteggg
ccgegtatgg
ggaagggaaa
ccagattcga
gcaggctate
accgcccaac
ccatttettg
agtcagcaac
aggtagtate
tacagatcca
aatgcttgat
ccgeagtege
ttgttttaaa
tactctctte
ggttagagaa
tgtatcacct
ccatgtcgee
tagtctettg
gtaaataata
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ctccaggtge
tatccgggte
ttttgcaget
ccagacagga
tgcgaaagcce
tgactctatc
ccttatagge
ageggecogea
gagcattgcc
agtggcagtt
attagactge
attgactaca
ggcactttac
gaacaatcaa
cgactcacag
taatatgcecgt
ggcacttgte
atactgtata
ccctggtatt
aggcgeactt
gacaacatgt
gtctctaata
cagtggggaa
aataacaggc
tgetttgaat
cagcacatct
acttageetg
attatggctt
gatgaggaac
tcggagagtt
cggtaagaga
caccgacaac
gaaagagagg
gtagtgacct
agcgatcttg
cttggttcca
ttggcattgt
attaatggag
ggggggatag
tetgecattte
cgaataccoct
tctggatgeca
tctgoaacag
aatcggaagt
gocacggaga
aggttagggt
gactgggtgg
ttctcagtct
tatgtgatat
atggccaagt
ttatctateca
acagtcacac
tatcagcgag
aaaacagcca
cottgecagy
tatccectaa
ggtgaacaag
ataactcgag
gtggtcaaga
ggagaattca
gccaggtctg
atecttetgeg
agttgaccac
attaagaaaa
cgggtaggac

aggatgggcet
gegetggtat
gcaggaattg
tcaatcatag
ceccttggatg
cgtaggatac
gccattattg
gctctgatac
gcaaccaatg
gggaagatge
ataaaaattg
gtattcggac
aatctagetyg
ctcagctcat
actcaactct
gccacctact
ccaaaagtgg
gaaactgact
tactcectget
actacaccat
agatgtgtaa
gataaacaat
ttcgatgtaa
aatcttgata
aagttagagg
gctctecatta
attctageat
gggaataata
gaaggtttce
aagaaaaaac
ggccgecect
agtccteaat
Ccaazaaaatac
tggctatate
taggcatacc
atcaagatgt
taaatactga
ctgcaaacaa
gcaaagaact
aagaacatct
catttgacat
gagatcactc
ggagggtatt
cttgcagtgt
cagaggaaga
tcgacggecca
ccaactacce
acggagggtt
acaagcgata
cttecgtataa
aagtgtecaac
tcatgggggc
ggtcatcata
ctcttecatag
cttcoageaag
tettetatag
caagacttaa
tgagttcaag
ccaataagac
gaatcgtcce
gctagttgag
acatcaagaa
aatcagccag
aatgtaagtg
atggcgaget
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ccagacettt
tgagttgcat
tggttacagg
ttaagctcect
catacaacag
aagagtctgt
gcggtgtgge
aagccaaaca
aggctgtgca
agcagtttgt
cacagcaagt
cacaaatcac
gtgggaatat
taatcggtag
tgggtataca
tggaaacctt
tgacacaggt
tagatttata
tgagcggcaa
atatgactat
acccceeggy
catgcaatgt
cttatcagaa
tctecaactga
aaagcaacag
cctatategt
gctacctaat
ccctagatca
ctaatagtaa
taccggttgt
caattgcgag
catggaccge
atggecgettg
tgtagecetee
gactaggatt
agtagatagg
gadcacaatt
cagegggtgg
cattgtagat
gaattttate
gagtgctace
acactcatat
cttttctact
gagtgcaact
agattataac
atatcacgaa
aggagtaggg
aaaacccaat
caatgacaca
geetggacgg
atcettagge
cgaaggcaga
cttetectece
tccttataca
atgacccaac
aaaccacacc
ccctgegtct
cagcatcaaa
ctattgteote
gttactagtt
tcaactatga
tcaaaccgaa
tgctcatgcg
gcaatgagat
ceggtectga

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
€120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400



aagggcagag
caaactactc
ccacctcatt
gagaatgata
cggagtactc
caacaaattt
gttcacaagg
tgteccecegg
aaaatggtcc
tgtggcaget
ccaagtcttt
atgtcttacc
caacataata
tttgeggtta
actaatggag
gggagatttc
caatgatata
gaatcaagca
ccgtattgeca
tatgatcctt
gaatgcaggt
actacatgca
atctgecactt
cctaaaagac
catteotetee
gatagagttt
ccttgagtac
gaaagttaat
gycggaaggyg
ggatagcata
taagaaacgt
aagcaagaac
taattggaga
acctcatttce
cecttteaat
catatatatt
gatctecaatt
ggtacagggt
ggagatggtyg
tgtcaatcat
cttcatatac
ttcatctaaa
caacattgcc
ctatttaaac
caacaattcg
atatgttectg
cactagaaat
agtgggacta
agattgggce
aaatattgtt
attgtetgga
gcttaatcaa
aggtaggaga
gcttactagg
gcatgcaatg
ctettetaat
tttgacggga
gggtgagatt
tacttggtte
gatgagggta
aatagetcat
ggcttatggg
taatgtaaac
acatagacta
tcaccttaca

catcagatta
tattattgga
ctcagcecgac
aaactcggaa
caccccaggt
cggaagattg
ctgtgtacge
tcagaggagt
acagcocaagt
aggacaaggt
gtcactecctg
caggaacttg
tcaaccacqgg
atagacgetce
ggatttgcat
ttegecattca
gcagaatcecg
gctgagatgt
gcaaaggcag
caggtactgt
gtgtggeccge
gattcagcag
gaatttgage
aaggcaatcg
gaagaccaga
ttagagtcaa
cttagagatg
ggacggatct
atcctageceg
tccttgacca
atcactgact
cgtcggagag
tatcagacga
ttecgagtgga
actccaagtg
gteoagtgcoca
gctgcaatce
gataatcaag
ttgacacagt
ttgattggece
agcaaacgaa
ttagtgctag
tctactgtag
tatataatga
cacccegate
actecctgecec
atcggtgacce
ctgagtecta
agtctgtgea
cttaagaaac
gtgecacacag
gaggtgattc
aagcaaattce
aggccattag
ctgtttagag
atgtgttete
ggcaggaaaa
cttagtgtaa
catcttecaa
ccatatctcg
atgtagecac
gataatgaag
ttagagtatc
gatgatggta
ttoacatate

tecectaccaga
aattaactgg
aatggaaaaa
gggcagtaca
gtttagaaga
agaagaagat
atatagagaa
tcagcagcat
ttgcatgget
ctgeggccaa
aacttgttgt
tattgatgta
cggtgeatcet
tggcaaaaga
acggagctgt
acctgecagga
tgactcatge
tgtgcctgtt
tcaggagcca
ctttcttcaa
gagtcaaagt
agatttcaca
catgtataga
cacaccccaa
agaaacatgt
atgattttga
acaatgtgge
tcgetaaget
atcagattge
agagtatgct
gtaaagaaag
ttgcaacctt
tcaaattgtt
ttcacctaag
accctactga
gagggggtat
aacttgetge
taatagcagt
tgcatcaage
ataatttgaa
tcttecaaaga
tgtcaggtga
cacggctatg
gttgtgtgca
ttaatcagtc
aattaggggyg
cggggactac
acattatgac
acgacccata
atacgcaaag
aggataatga
ateccegegt
aagggcttgt
gcatcaagag
acgatgtttt
tgacactgge
tactgggtgt
gocggagggtyg
gcaatataga
ggtcaaagac
atgtgaagge
taaattggac
tteggttact
taactcagat
caatgattet
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gtcacacctg
gctaccgett
aatacttgaa
ccaaactctt
actggctaat
ccaaattcac
gaaactgcotg
tcgtacggat
ccatataaaa
caaattggtg
tgtgacgcat
tgcagatatg
cagaagcetta
cttgggtaat
ccagctactc
gcttaaagac
aatcgctact
gcgtoctgtgg
aatgtgcgca
gggaacaatc
ggatacaata
cgatatcatg
atacgaccct
cgataattgyg
aaaggaagag
tccatataaa
agtatcatac
gacaaagaag
acctttcttt
agcgatgagt
agtatcttca
cataacaact
cgoteatgeeo
actgatggac
ctgtgaccte
cgaaggatta
agctagatcag
aacgagagag
cagtgataat
ggatcgtgaa
tggagcaatca
tctcagtgaa
cgagaacggg
gacatacttt
gtggattgag
actgagtaac
tgcttttgea
taatatetta
ctottteaat
agtecctattt
ggcagaagag
tgcgeatgec
tgacacaaca
gctgatgoegg
ttcectctagt
agactatgca
atctaatcct
tacaagatgt
attgaccgat
acaggagagg
tgocctaagg
tgctgectcte
gtccoecttta
gacattcacce
caaaggetgt

tcttcacecat
cctgatgaat
tcggectcte
aaccacaatt
attgaggtcc
aacacgagat
gggtcatectt
ccggecattot
cagatccaga
atgetaacce
acgaatgaga
atggagggca
tcagagaaaa
caagtctacg
gagccgtcag
attectaattg
gtattctetg
ggtcacccac
ccgaaaatgg
atcaacggat
tatgggaagg
ttgagagagt
gtcactaacec
cttgoctagt
acttcgacta
gagatggaat
togetcaaag
ttaaggaact
cagggaaatg
caactgtctt
aaccgcaate
gacctgcaaa
atcaatcagt
actacgatgt
tcaagagtce
tgcecagaage
cattgtegtg
gtaagatcag
ttcttcaagg
accatcaggt
ctecagtcaag
aacaccgtaa
cttcccaaag
gactctgagt
gacatctctt
cttcaatact
gagatcaagc
actaggcege
tttgagactg
gaaacttgtt
aaggcattgg
atcatggagg
aacactgtaa
atagtcaatt
agatccaace
cggaatagaa
gatacgatag
gacagcggag
gacaccagea
agagctgect
gcatcatecg
acgattgecaa
cccacggctg
cotgeatete
tcactgaaga
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tggtcaageca
gtgacttcga
ctgatactga
ccagaataac
ctgattcaac
atggagaact
ggtctaacaa
ggtttcactce
ggcatctgat
ataaggtagg
acaagttcac
gagatatggt
ttgatgacat
atgttgtatc
gtacatttgc
gectecteoec
gtttagaaca
tgcttgagtc
tagactttga
acagaaagaa
tecattgggeca
ataagagttt
tgagcatgtt
ttaggocggaa
accgoctott
atctgacgac
agaaggaagt
gtcaggtgat
gagtcattca
ttaacagcaa
atgatcecgaa
agtactgtct
tgatgggeet
tcgtaggaga
ctaatgatga
tatggacaat
ttgeotgtat
atgactectee
aattaatcca
cagacacatt
toctcaaaaa
tgtecctgtge
acttctgtta
tctecatcac
ttgtgcactc
caaggctcta
gactagaagc
ctgggaatgg
ttgecaagoecca
caaatccctt
ctgaattett
caagctetgt
ttaagattgce
attctagcat
acccecttagt
gctggteace
aactcgtaga
atgaacaatt
agaatcctec
cacttgegaa
tgttgatetg
aatectcggtg
ggaatctteca
toctacaggtg
aggagtcaaa

8460
8520
8580
8€40
B700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
2840
9800
9960
10020
10080
10140
10200
10280
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300



10

15

20

gaggggaatg
cttteccaatg

tagttgetgt
ggaactgagg
agactttgcg
tceccacgata
tgtggtttct
tacccgaaat
agcacttgaa
agacaatatt
caacattgca
ggtcaaccat
actgttagta
tetgetgtte
ceggttatge
aggcttaact
gaaaccatta
ccecagetaat
cagggatact
gcaagatatt
agagttagat
tgaactcaca
agggactgea
atgtgcaaga
tcttgaactg
gaacceeccg
taggaatcta
atggagagaa
atctgcagta
gtccaatcaa
tgtaagggag
tectacteatg
tgcatgtcga
tacatttgta
cttgtctaaa
gacagacatg
cactgegetyg
gagcacgcta
catceggtcet
taccecttac
acagatccta
tataatcagc
atacttgaag
caaagaaatg
catgaaaact
atcacatatt
tgttagaaaa
tttaaaaaag
tttggt

<210> 11
<211>10
<212> PRT

tggtttacca
acaacaacca
atcagggaag
acagtgacct
agacttgact
gagctaatga
tatgatgaag
tggatcagtg
gtgetcctec
gtcttatata
gctacaatat
gacggatcac
tettgeacece
ccatctgtet
tgtetgtaca
gcagaagaga
cttagceoeoeg
ctgtactaca
atcctggegt
ggtgctcgag
ttgagtgete
tetecaaate
tettectett
cacgggaact
catgtaccac
caacgacatt
caggcggagy
aatacagagg
ccctacagat
agcttactag
ggcggggtag
aacttgtttg
ggggatatgyg
catgaggtgg
tcagatgaga
ctatccagtc
attgaagccg
gcgaacataa
gtgatatata
aatctctcta
gaggttacaa
ctagtgctta
catagtacct
tttacagaca
ataggcaatyg
aataggctcc
aagttgaact
gttgegcaca

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia consenso basada en cepas aviares benignas de gripe A H5 en la region inmediatamente anterior al

sitio de corte de HA

<400> 11

acagagtcat
gaacatatga
cacctgttgce
caaataagtt
tagctatctt
acattctttc
atacctccat
aagctcagaa
accgttetta
tgggtgattt
ctcatcetgt
accaacttgc
gacgtgtgat
tagatgataa
cggtactett
aatgttcaat
atcaagtgag
tgteteggaa
tgttgttecee
tgaaagatcc
cagcaaggta
cggaggaaga
ggtataagge
ccttatactt
atgaaactat
tcgggecegac
taacatgcaa
aaagtgacct
ctgtatcatt
atcaactagce
taatcatcaa
ctoegtgtte
agtgttacct
tgaggatgge
tcacactgac
ctttaccaag
ggggacagcc
ctcagataac
tggaagctga
ctgacgggaa
tactaggtct
aaggcatgat
gccctaaata
cttetgtact
cagtcaaagyg
ttttttggee
atgactectt
attattcttg

ES 2 668 464 T3

gctettgggt
tgagatcaca

ggttccttte
tatgtatgat
caagagttat
aatatccagce
aaagaatgat
ttcagatgtg
ccaactctat
atacaagaat
cattcattca
agatacggat
ctecggetta
cctgaatgag
tgctacaaca
actcactgag
ctctatcatg
gagectcaat
ccaagagcca
attcacccga
tgacgeatte
ctacttagta
atcccatete
ggctgaagga
ctattacaat
cccaactcag
ggatggattt
gacctcagat
gctgeattgt
tatcaattta
agtgttgtat
cacaaaagga
ggtatttgtc
aaaaactctg
caggttattc
attaataaag
cgtcegteca
ccagattatc
gggtgatctc
aaagaggaca
tagagtcgaa
ctccatggag
tttgaaggct
gtacttgact
atattacagt
aattgtattc
aggactegaa
agtgtagtet

Gln Arg Glu Arg Arg Arg Lys Lys Arg Gly

1

<210>12
<211>6
<212> PRT

5

<213> Secuencia Artificial

<220>

10

ttatctctaa
ctgcacctac
gagctacttyg
cctagecectg
gagcttaatc
gggaagttga
gccataatag
gtccgectat
tacctgagag
atgccaggaa
aggttacatg
tttatcgaaa
tattcaggaa
aagatgettce
agagaaatcc
tatttactgt
tctectaaca
ttgatcaggg
ttattagagt
caacctgegg
acacttagte
cgatacttgt
atttetgtac
agcggageca
acgctetttt
tttttgaatt
gtccaagagt
aaagcagtgg
gacattgaaa
tcteotgattg
gcaatgggat
tatattctet
atgggttacc
gtgcagegge
acctcacagc
tacttgagga
ttttgtgegg
gctagtcaca
goctgacacag
tcacttaaac
aatctcaata
gaccttatce
gtcctaggta
cgtgeteaac
aactgtgact
ttgttgattt
ttegaactea
cgtcattcac
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tcgaatcgat
atagtaaatt
gggtggcacce
tatcggaggg
tggagtcata
ttggccagte
tgtatgacaa
ttgaatatgce
taagaggect
ttctactttce
cagtgggect
tgtctgcaaa
ataagtatga
agctgatatc
cgaaaataag
cggatgctgt
taattacatt
aaagggagga
tcecttetgt
catttttgea
agattcatce
tcagagggat
cegaggtaag
tcatgagtet
caaatgagat
cggttgttta
tecgtecatt
ggtatattac
ttecctecagg
ccatgcattce
actacttteca
ctaatggtta
tgggcgggece
acggtacget
ggcagegtgt
agaatattga
aaagtttggt
ttgacacagt
tatttctatt
agtgcacgag
aaataggcga
cactaaggac
ttaccaaact
aaaaattcta
cctaacgaaa
aattatatta
aataaatgte
caaatctttg

12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15186
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<223> secuencia consenso alterada basada en cepas aviares benignas de gripe A H5 en la region inmediatamente
anterior al sitio de corte de HA

<400> 12
Gln Arg Glu Thr Arg Gly
1 5

<210> 13

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia consenso basada en cepas aviares benignas de gripe A H5 en la region inmediatamente anterior al
sitio de corte de HA

<400> 13
coct caa aga gag aga aga aga aaa aag aga gga 33
Pro Gln Arg Glu Arg Arg Arg Lys Lys Arg Gly

1 5 10

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia consenso basada en cepas aviares benignas de gripe A H5 en la region inmediatamente anterior al
sitio de corte de HA

<400> 14
Pro Gln Arg Glu Arg Arg Arg Lys Lys Arg Gly
1 5 10

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia consenso alterada basada en cepas aviares benignas de gripe A H5 en la region inmediatamente
anterior al sitio de corte de HA

<400> 15

cct caa aga gag acg aga gga 21
Pro Gln Arg Glu Thr Arg Gly

1 5

<210> 16

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia consenso basada en cepas aviares benignas de gripe A H5 en la region inmediatamente anterior al
sitio de corte de HA

<400> 16
Pro Gln Arg Glu Thr Arg Gly
1 5

<210> 17

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

66



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 668 464 T3

<223> secuencia consenso de ADN alterada adicionalmente basada en cepas aviares benignas de gripe A H5 en la
region inmediatamente anterior al sitio de corte de HA

<400> 17
cctcageggg agacgcgggg a 21

<210> 18

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia “fin de gen” modificada en los genes que se insertaron en el NDV como unidades
extratranscipcionales

<400> 18
ttagaaaaaa 10

<210> 19

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia “comienzo de gen” modificada en los genes que se insertaron en el NDV como unidades
extratranscipcionales

<400> 19
acgggtagaa 10

<210> 20

<211>74

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador PCR usado para producir el ectodominio (ECTO) del gen H5 HA

<400> 20
cggctagett agaaaaaata cggtagaagt gaaactagtc cgecaccatg gaaagaatag 60

tgattgeett tgea 74

<210> 21

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador PCR usado para producir el ectodominio (ECTO) del gen H5 HA

<400> 21
cggttaacct gataagcccc cattgattct aat 33

<210> 22
<211> 32

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador PCR usado para amplificar TM y CT del gen NDV F

<400> 22
cggttaacct cattacctat atcgttttga ct 32

<210> 23
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<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador PCR usado para amplificar TM y CT del gen NDV F

<400> 23
cggagctcaa gctagcttat cacatttttg tagtggctct catctg 46

<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo F2aa-1(+) usado para generar rNDV/F2aa

<400> 24
ggatcceggt tggegececte cagg 24

<210> 25

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso F2aa-1(-) usado para generar rNDV/F2aa

<400> 25
aaggcgcctce tgtctcegece ctccagatgt agtcacag 38

<210> 26

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo F2aa-2(+) usado para generar rNDV/F2aa

<400> 26
ggcggagaca gaggcgcctt ataggcgcca ttattgg 37

<210> 27

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso F2aa-2(-) usado para generar rNDV/F2aa

<400> 27
ccatattcce accagctaga ttgt 24

<210> 28
<211> 24

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo F3aa-1(+) usado para generar rINDV/F3aa

<400> 28
ggatcceggt tggegececte cagg 24

<210> 29
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<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso F3aa-1(-) usado para generar rNDV/F3aa

<400> 29
aaagcgcctc tgtctcegece ctccagatgt agtcacag 38

<210> 30

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo F3aa-2(+) usado para generar rNDV/F3aa

<400> 30
ggcggagaca gaggcgcttt ataggcgcca ttattgg 37

<210> 31

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso F3aa-2(-) usado para generar rNDV/F3aa

<400> 31
ccatattcce accagctaga ttgt 24

<210> 32

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador HpaNDV F(TM+CYTO)P usado para generar el gen H7HA quimérico

<400> 32
cggttaacct cattacctat atcgttttga ct 32

<210> 33

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador SacNheNDVF(TM+CYTO)M usado para generar el gen H7HA quimérico

<400> 33
cggagctcaa gctagcttat cacatttttg tagtggctct catctg 46

<210> 34

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador SpeH7(ECTO)P usado para generar el gen H7HA quimérico

<400> 34
cgactagtcc gccaccatga acactcaaat tctggcattc at 42

<210> 35
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<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador HpaH7(ECTO)M usado para generar el gen H7HA quimérico

<400> 35
cggttaacgt ctttgtatcc actactcaat ttcac 35

<210> 36

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> H7HA partical con GE/GS y secuencia Kozak

<400> 36
gctagcttag aaaaaatacg ggtagaacac tagtccgcca ccatggtcag ct 52
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REIVINDICACIONES

1. Un virus quimérico de la enfermedad de Newcastle (NDV), que comprende un genoma empaquetado que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de fusion HN que tiene los dominios
transmembrana y citoplasmatico de una proteina HN y al menos un epitopo de un ectodominio de un antigeno
protector de un agente infeccioso o un antigeno asociado con una enfermedad que esta anclado por el extremo N,
de modo que la proteina de fusién HN se expresa e incorpora en el NDV quimérico, en el que el antigeno no se
deriva de un paramixovirus, y en el que la funcion de la proteina HN es suministrada por la proteina de fusién HN o
por la proteina HN nativa.

2. El NDV quimérico de la reivindicacién 1, en el que el genoma comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina HN, de modo que la proteina HN se expresa e incorpora en el NDV quimérico.

3. EI NDV quimérico de la reivindicacion 1, en el que la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de fusién
HN reemplaza la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina HN de NDV y la proteina de HN-fusién suministra
la funcién de la proteina HN.

4. El NDV quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que:
(a) la secuencia que codifica la proteina HN-fusion se inserta entre los genes P y M del genoma de NDV;
(b) los dominios transmembrana y citoplasmatico de la proteina HN-fusion son de la cepa LaSota de NDV; y/o

(c) la proteina F se modifica genéticamente en el sitio de corte para incrementar la actividad fusogénica,
preferiblemente en la que el sitio de corte de la proteina F se reemplaza con un sitio de corte multibasico

5. EI NDV quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que:

a. la proteina HN-fusién no contiene residuos de aminoacidos del ectodominio de la proteina HN, o contiene un
fragmento del ectodominio de la proteina HN que no retiene la actividad del ectodominio de la proteina HN; o

b. la proteina de fusién HN comprende entre 1 y 15 residuos del ectodominio de una proteina HN del NDV que estan
inmediatamente adyacentes al dominio transmembrana de la proteina HN.

6. EI NDV quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el NDV quimérico esta atenuado.

7. EI NDV quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el agente infeccioso es un patégeno
infeccioso.

8. El NDV quimérico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el antigeno es un antigeno viral, un
antigeno bacteriano, un antigeno protector asociado con un parasito o un antigeno fungico,

preferiblemente en donde el antigeno viral es un antigeno de adenoviridae, herpesviridae, leviviridae, poxviridae,
picornaviridae, papovaviridae, reoviridae, retroviridae, flaviridae, togaviridae, hepadnaviridae, rhabdoviridae,
arenaviridae o coronaviridae;

preferiblemente en donde el antigeno bacteriano es un antigeno de bacterias de la familia Aquaspirillum, familia
Azospirillum, familia Azotobacteraceae, familia Bacteroidaceae, especie Bartonella, familia Bdellovibrio, especie
Campylibacter, especie Chlamydia, Clostridium, familia Enterobacteriaceae, familia Gardinella, Haemophilus
influenzae, familia Halobacteriaceae, Familia Helicobacter, familia Legionallaceae, especie Listeria, familia
Methylococcacea, familia Neisseriaceae, familia Oceanospririllum, familia Pasteurellaceae, especie Pneumococcus,
especie Pseudomonas, familia Rhizobiaceae, familia Spirillum, familia Spirosomaceae, familia Staphylococcus,
Streptococcus, familia Yersinia, o familia Vampirovibrio;

preferiblemente en donde el antigeno protector asociado con un parasito es un antigeno de una ameba, un parasito
de la malaria, Plasmodium o Trypanosoma cruzi;

preferiblemente en donde el antigeno fungico es un antigeno de hongos de especies de Absidia, especies de
Aspergillus, Ascomycetes, Basidiomycetes, Basidibolus ranarum, Blastomyces dermatitidis, especies de Candida,
Coccidioides inmizis, especies de Conidiobolus, Cryptococcus neoformans, especies de Cunninghamella,
dermatdfitos, Deuteromicetos, Histoplasma capsulatum, Microsporum gypseum, Mucor pusillus, Oomycetes,
Paracoccidioides brasiliensis, Pseudallescheria boydii, Rhinosporidium seeberi, Pneumocystis carinii, especies de
Rhizopus, especies de Saccharomyces, Sporothrix schenckii o Zygomycetes.

9. El NDV quimérico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el antigeno es el ectodominio de un
antigeno de neuraminidasa de un virus de la gripe.

10. EI NDV quimérico de la reivindicacion 9, en el que el virus de la gripe es un virus de la gripe aviar.
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11. EI NDV quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la estructura principal del NDV
quimérico es la cepa NDV de LaSota.

12. Una composicion inmunogénica que comprende el NDV quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
11.

13. Un NDV quimérico como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o la composicion
inmunogénica como se define en la reivindicacion 12 para su uso en un método para inducir una respuesta inmune
frente a NDV y un agente infeccioso o enfermedad asociada con el antigeno de la proteina de fusiéon HN en un ave,
0 para su uso en la induccidon de una respuesta inmune a un agente infeccioso o enfermedad asociada con el
antigeno de la proteina de fusion HN en un ave o un ser humano.

14. El uso del NDV quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en la preparacién de un medicamento
para inducir una respuesta inmune frente a NDV y un agente infeccioso o enfermedad asociada con el antigeno de
la proteina de fusion HN en un ave, o para inducir una respuesta inmune frente a un agente infeccioso o enfermedad
asociada con el antigeno de la proteina de fusiéon HN en un ave o un ser humano.

15. Un NDV quimérico segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o una composicion
inmunogénica como se define en la reivindicacion 12 para su uso en un método para prevenir o tratar una
enfermedad en un ser humano o ave, en el que la enfermedad esta asociada con el antigeno de la proteina de
fusion HN.

16. El uso del NDV quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en la preparacién de un medicamento
para prevenir o tratar una enfermedad en un ser humano o en un ave, en el que la enfermedad esta asociada con el
antigeno de la proteina de fusion HN.

17. Un método para producir una formulacion inmunogénica, comprendiendo el método:

a. propagar el NDV quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en un huevo embrionado o en una
linea celular que es susceptible a una infeccion por NDV; y

b. recoger el virus de la progenie,

en el que el virus se cultiva en cantidades suficientes y en condiciones suficientes como para que el virus esté libre
de contaminacion, de modo que el virus de la progenie sea adecuado para su uso en una formulacién inmunogénica.

18. Una molécula de ADN recombinante que codifica el NDV quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
11.
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P Q R E (R R R K K R /G

HINT HA 00T CAA AGA GAG A(GA AGA AGA AAA AA)G AGA / GGA
lEscindir PCR+
Mutagénesis dirigida al sitio
Avirulento P Q R E ( T ) R /G
HA CCT CAA AGA GAG A( C )G AGA / GGA

/ = Sitio de excision

FIG.2
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FIG. 4A FIG. 4B

A. B.
gen NS Wt

a70 458
gen NS 1-126 -
A nts 379 a 456 +

ARNm NS1 1 126
- T
126 aa

ARNm NEP k/-—m ARNm NEP A
|

ARNmM NS1 Wt
215 aa

C. 208 456 D. 219 456
gen NS 1-99, | — en NS 1-73 ! :
FnEe 0| b A nts 219 a 456

A nts 298 a 456 N7

ARNmM NS1 1-99 ARNmM NS1 1-73

~RINmM Vo1 1-9¢ A
AAA
99 aa 73 aa
ARNm NEP k/-_ma.a" ARNm NEP .\/-_Mh

FIG. 4C FIG. 4D
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1: INDV
2- (NDV-KGFR
3: INDV-KGFR/F-CT

FIG.6
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£ oripe a-aviar H7
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1: viriones purificados rNDV- H7
2: viriones purificados rNDV- H7/F (TM+C)

FIG.7
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NDV/B1
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FIG.8A
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rNDV/F3aa-H7 quimérico

LW H

P/H{I—%F&mﬂ—{ W H

% )

H7 HA(ECTO)[F

A

f: Transmembrana y cola citoplasmatica de F de NDV

. .GCTAGC TTAGAAAAAA | T | ACGGGTAGAA | CACTAGT COGCCACC ATGGTCAGCT ...

Nhe

I Final del gen Inicio del gen

FIG.9A

Kozak H7 HA

10

Log TCID

I

I
24hrs 48hrs

Tiempo después de la inoculacién

FIG.9B
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