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DESCRIPCION
Métodos para producir particulas de replicon de bunyavirus

Campo: La invencién se refiere al campo de los virus recombinantes. Mas especificamente, la invenciéon se refiere a
métodos para generar particulas recombinantes de bunyavirus que son incapaces de propagacion autbnoma. Las
particulas de bunyavirus resultantes se pueden utilizar como una vacuna para proteger a un mamifero contra una
enfermedad infecciosa mediada por bunyavirus, y se puede utilizar como vector para la transduccién de un gen
exogeno.

La familia Bunyaviridae se divide en cinco géneros, de los cuales cuatro (Orthobunyavirus, Nairovirus, Phlebovirus y
Hantavirus) incluyen numerosas especies de virus que son capaces de provocar una enfermedad grave tanto en
animales como en humanos. Ejemplos bien conocidos son hantaanvirus (HTNV, género Hantavirus), virus de la fiebre
hemorragica de Crimea-Congo (CCHFV, género Nairovirus) y virus de la fiebre del Valle del Rift (RVFV, género
Phlebovirus).

En el campo veterinario, el RVFV es uno de los bunyavirus mas temidos. La transmision del RVFV entre rumiantes
ocurre por la picadura de mosquitos infectados, mientras que se considera que la infeccion en humanos ocurre
predominantemente a través de aerosoles liberados de productos de animales contaminados. Las tasas de mortalidad
en rumiantes adultos varian desde 10 hasta 20%. Las tasas de mortalidad en animales aun no nacidos y jévenes
pueden ser mas dramaticas, acercandose al 100%. Aunque la tasa de mortalidad humana histéricamente se estima en
aproximadamente el 2%, se reportaron tasas de mortalidad considerablemente mas altas después de brotes recientes.
Aunque el virus se limita actualmente al continente africano y la Peninsula Arabiga, los mosquitos que transmiten el
RVFV no estan restringidos a estas areas. Esto explica la creciente preocupacion por las incursiones del RVFV en otras
partes del mundo, que incluyen Europa, Asia y las Américas.

Los miembros de la familia de Bunyavirus contienen un genoma de ARN de tres segmentos, que esta compuesto por un
segmento grande (L), medio (M) y pequefio (S). Todos los miembros de la familia producen la proteina nucleocapsida
(N) estructural a partir del segmento del genoma S, la proteina polimerasa virica del segmento del genoma L y las
glucoproteinas estructurales G1 y G2 del segmento del genoma M. Las proteinas no estructurales estan codificadas por
los segmentos S (denominados NSs) y M (denominados NSm) de los Phlebovirus y Orthobunyavirus. Curiosamente, el
segmento M de los nairovirus codifica diversas proteinas estructurales y no estructurales y sintesis de glucoproteias y el
procesamiento de estos virus es bastante distinto de otros miembros de la familia Bunyaviridae. Sin embargo, el experto
es sin duda capaz de aplicar las ensefianzas de la presente invencion para la generacion de particulas de replicon de
nairovirus.

El segmento M del RVFV codifica las glucoproteinas estructurales G2 (denominadas en general como Gn) y G1
(denominadas en general como Gc) y por lo menos dos proteinas no estructurales, que se denominan colectivamente
NSm. El segmento M codifica un solo ARNm con multiples sitios de iniciacién de traduccién. Los productos de
traduccién son Gn, Gc y por lo menos dos proteinas NSm. Los segmentos gendmicos viricos contienen regiones no
traducidas (UTR) en ambos extremos 3’ y 5’ que sirven como promotores para la replicacion del segmento y para la
transcripcion de los marcos de lectura codificados.

El reciente establecimiento de un sistema de genética inversa para el RVFV ha proporcionado nuevos conocimientos
importantes sobre su biologia. Unos afios después del primer rescate exitoso del RVFV completo del ADNc clonado,
Habjan et al. describieron el empaque de un minigenoma indicador en particulas similares a virus (VLP) (Habjan et al.
2009. Virology 385, 400-408). Las VLP se produjeron por expresion transitoria de las proteinas NSm, Gn, Gc, Ny L en
presencia de un minigenoma indicador. Las proteinas N y L indujeron la expresién de una proteina indicadora desde el
minigenoma replicado y las glucoproteinas estructurales empacaron posteriormente el minigenoma en las VLP. Se
mostré que estas VLP transportan el minigenoma indicador a las células receptoras. Aunque se observo la transcripcion
primaria en estas células, la replicacion del minigenoma dependia de la produccion de las proteinas N y L desde los
plasmidos transfectados. Las células que solo se infectan con las VLP y que no se cotransfectan con construcciones
que expresan proteinas N y L, muestran una expresion limitada de proteina virica. El genoma virico no se replica y no
existe amplificacion del genoma en estas células. Por lo tanto, solo se produce la transcripcion primaria del genoma
virico en estas células.

Aunque los RVFV, HTNV y CCHFV provocan enfermedades graves con alta mortalidad en los humanos, no existen
vacunas disponibles para la prevencion de estas enfermedades en humanos, y no se registran agentes antiviricos para
el tratamiento posterior a exposicion. El desarrollo de dichas herramientas de control se ve severamente complicado por
el hecho de que estos virus se deben manejar bajo una alta contencién de bioseguridad. EI RVFV también provoca una
enfermedad grave con alta mortalidad en el ganado. Las vacunas efectivas, pero no seguras, estan registradas para uso
fuera del continente africano.

Por lo tanto, subsiste una necesidad urgente de desarrollar métodos y medios para la produccion segura y eficiente de
particulas de bunyavirus.

La presente invencion divulga particulas de replicén de bunyavirus que no se propagan que son capaces de replicacion
auténoma del genoma. Las particulas de replicon de bunyavirus (BRP) se produjeron mediante transcomplementacion
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de las glucoproteinas estructurales G1 (G1 del RVFV se conoce como Gc) y G2 (G2 del RVFV se conoce como Gn)
tanto en presencia como en ausencia de regiones de codificacion de NSm. Las BRP se produjeron hasta titulos de 10E7
particulas infecciosas/ml. Las particulas resultantes se pueden utilizar para estudiar todos los aspectos del ciclo de vida
virico fuera de las instalaciones de contencidn de bioseguridad tanto in vitro como in vivo. Adicionalmente, las particulas
se pueden utilizar en pruebas de neutralizacion de virus que se pueden realizar fuera de las instalaciones de contencion
de bioseguridad y los antigenos producidos se pueden utilizar para ELISA y otras pruebas seroldgicas. Mas aun, los
métodos descritos en este documento facilitaran el desarrollo de productos terapéuticos y vacunas que combinen
optimamente la seguridad de las vacunas inactivadas con la eficacia de las vacunas atenuadas vivas. Los métodos
también se pueden aplicar para el establecimiento de sistemas novedosos de suministro de genes.

En un primer aspecto, la invencion proporciona un método para generar una BRP que no se puede propagar
recombinante, el método comprende: A) proporcionar una célula eucariota con medio de crecimiento; B1) proporcionar
la célula eucariota con suficiente polimerasa de ARN dependiente de ADN, por ejemplo, polimerasa T7; B2)
proporcionar la célula eucariota con suficiente proteina (NSm)GnGc de bunyavirus; B3) proporcionar la célula eucariota
con un vector que comprende una copia de ADN (ADNc) de un segmento del genoma L de bunyavirus que se flanquea
en el extremo 5 por un promotor T7, y en el extremo 3’ con ADNc que codifica una secuencia de ribozimas; B4)
proporcionar la célula eucariota con un vector que comprende un ADNc de un segmento del genoma S de bunyavirus o
parte de un segmento del genoma S de bunyavirus que por lo menos comprende el gen N y las URT 3’ y 5°, que se
flanquean en el extremo 5’ por un promotor T7 y en el extremo 3’ con ADNc que codifica una secuencia de ribozimas; vy,
opcionalmente, B5) proporcionar la célula eucariota con un vector que comprende un ADNc de un segmento del
genoma M de bunyavirus del cual se ha inactivado funcionalmente la regidon de codificacion de GnGc, el ADNc que
codifica el segmento del genoma entre las URT 3’ y 5’ se flanquea en el extremo 5’ por un promotor T7 y en el extremo
3’ con ADNCc que codifica una secuencia de ribozimas; C) generar una particula de replicén de bunyavirus recombinante
que se puede aislar del medio de crecimiento; en el que la secuencia de las etapas de B1, B2, B3, B4 y B5 es aleatoria
y todo o parte de estas etapas se puede realizar de forma simultanea.

Los ADN de los segmentos de los genomas L, S y M de bunyavirus estan presentes en el vector en la orientacion de
sentido gendmico o en la orientacion de sentido antigenémico. Cuando los ADN de los segmentos de los genomas L, S
y M de bunyavirus estan presentes en el vector en la orientacién de sentido gendémico, se prefiere que las células se
proporcionen con plasmidos que produzcan las proteinas Ny L.

Los ADNc de los segmentos del genoma de bunyavirus en un método para generar una particula de replicon de
bunyavirus recombinante de acuerdo con la invencioén se flanquean en el extremo 5’ mediante una secuencia promotora
para una polimerasa de ARN dependiente de ADN. Dicha secuencia promotora para una polimerasa de ARN
dependiente de ADN se selecciona de cualesquier secuencias promotoras conocidas de polimerasas de ARN
dependiente de ADN tales como, pero no limitadas a, la secuencia promotora de una polimerasa | de ARN eucariota tal
como, por ejemplo, un promotor para polimerasa | de ARN de murino, SP6, T3 y T7. Por ejemplo, un método de acuerdo
con la invencién en el que una célula eucariota se proporciona con suficiente polimerasa T3 y en la que los segmentos
gendmicos de Bunyavirus se flanquean por una secuencia promotora T3 o un método de acuerdo con la invencién en el
que una célula eucariota se proporciona con suficiente polimerasa SP6 y en el que el ADNc que codifica segmentos
gendmicos de Bunyavirus se flanquean por una secuencia promotora SP6, también se proporcionan por la invencion. T7
es una polimerasa de ARN dependiente de ADN preferida. Aunque la descripcion y las reivindicaciones se refieren a
polimerasa T7, se debe entender que la invencién no se limita a polimerasa T7 sino que incluye otra polimerasa de ARN
dependiente de ADN tal como, por ejemplo, polimerasa T3 y polimerasa SP6. Una secuencia promotora preferida para
una polimerasa T7 es TAATACGACTCACTATAG.

El ADN copia de segmentos genémicos de Bunyavirus o fragmentos de los mismos se flanquea en los extremos 3’ por
un ADNc que codifica una secuencia de ribozimas que media la formacion del extremo 3’ del ARN mediante autodivision
del ARN naciente. Una secuencia de ribozimas preferida es una secuencia de ribozimas del virus delta de hepatitis
(HDV). Una secuencia de terminacion que media la terminacion de la polimerasa de ARN dependiente de ADN puede
adicionalmente estar presente distal al ADNc que codifica la secuencia de ribozimas. En una realizacién preferida, la
polimerasa de ARN dependiente de ADN es polimerasa T7 y la secuencia de terminaciéon es una secuencia de
terminacion de transcripcion de T7. Las secuencias promotoras para polimerasas de ARN dependiente de ADN, tal
como polimerasa T7, y secuencias de terminacion tal como una secuencia de terminacion de transcripcion T7, son
conocidas por el experto.

El término “particula de replicon de bunyavirus recombinante” se refiere a una particula de bunyavirus que comprende
por lo menos un segmento del genoma L de bunyavirus y (por lo menos) una parte de un segmento del genoma S de
bunyavirus que comprende el gen N y las URT 3’ y 5’. Estos segmentos gendmicos codifican las proteinas que se
requieren para la transcripcion y la replicacion de estos segmentos gendémicos viricos en una célula infectada, lo que da
como resultado la replicacion vy, por lo tanto, la amplificacion de los segmentos de los genomas L y S en una célula
infectada. Las células que se infectan con una particula de replicon de bunyavirus recombinante de acuerdo con la
invencion expresan altos niveles de por lo menos las proteinas L y N de bunyavirus.

El término “segmento del genoma L” se refiere a un segmento del genoma L sustancialmente completo. El término
“sustancialmente completo” se utiliza para indicar que el segmento del genoma L comprende elementos que actian en
cis que median la replicacion del segmento del genoma L y que median la expresion funcional del gen L. El término



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2679968 T3

“sustancialmente completo” indica que las secuencias que no estan implicadas en la replicacion del segmento del
genoma L o en la expresion funcional del gen L se pueden eliminar o sustituir. El término “expresion funcional” se refiere
a la expresion de una proteina L, una polimerasa de ARN dependiente de ARN virico, que es capaz de mediar en la
replicacion y la transcripcion de un segmento del genoma de bunyavirus o minigenoma de bunyavirus. El término
“minigenoma” se refiere a una molécula de ARN que comprende las regiones 5’ y 3’ de un segmento del genoma de
bunyavirus que funciona en la replicacion del segmento, pero que carece de por lo menos una region de codificacion de
bunyavirus presente en el segmento del genoma de tipo silvestre. Un minigenoma puede comprender adicionalmente un
gen exogeno tal como, pero no limitado a, un gen marcador tal como una proteina fluorescente, beta-glucuronidasa y
beta-galactosidasa. El término “segmento del genoma L a partir del cual se ha inactivado funcionalmente la regiéon de
codificacion L” se refiere a un segmento del genoma L, que comprende las UTR 3’ y 5’ del segmento del genoma L.

El término “segmento del genoma S que comprende el gen N” se refiere a un segmento del genoma S, que comprende
las regiones no traducidas de ambos extremos 3’ y 5’ del segmento del genoma S y por lo menos las secuencias de
nucledtidos para la expresion de la proteina N, tal como secuencias de nucleétidos para la transcripcion del gen N y
traduccion de la transcripcion del gen N. El término “segmento del genoma S a partir del cual se han inactivado
funcionalmente las regiones NS y N” se refiere a un segmento del genoma S, que comprende las UTR 3’ y 5’ y la region
intergénica no traducida del segmento del genoma S.

El término “segmento del genoma M a partir del cual se ha inactivado funcionalmente la regién de codificacion de GnGc”
se refiere a un segmento del genoma M, que comprende las regiones no traducidas de ambos extremos 3’ y 5’ del
segmento del genoma M.

Los segmentos del genoma L, S y M de bunyavirus se clonan preferiblemente en vectores de expresiéon eucariéticos
estandar, por lo que los segmentos del genoma se flanquean por un promotor de polimerasa de ARN dependiente de
ADN, preferiblemente un promotor T7 y una secuencia de ribozimas de HDV. Los vectores adecuados comprenden
pBluescript (Stratagene), plasmidos pUC tales como preferiblemente pUC57 (Genscript), y vectores de medio y bajo
numero de copias tales como pBR322 y derivados de los mismos (Mobitec, Alemania), pACYC184 (Chang and Cohen,
1978) y pCC1 (Epicenter Biotechnologies, Madison, WI). Algunos segmentos del genoma de Bunyavirus, especialmente
los segmentos del genoma L, son mas estables cuando se clonan en vectores de medio o bajo nimero de copias,
preferiblemente pCC1.

El término funcionalmente inactivado se refiere a un gen cuya actividad del ARN o proteina codificada es menor del 10%
bajo las mismas condiciones de la actividad del ARN o proteina codificada de un gen que no esta funcionalmente
inactivado, mas preferido menos del 5%, mas preferido menos del 2%, mas preferido menos del 1%. El término
“funcionalmente inactivado” indica aun mas preferiblemente un gen que no se expresa porque no esta transcrito o
traducido, o un gen del cual la proteina codificada no esta activa, por ejemplo, mediante la alteracion o supresiéon de uno
0 mas nucledtidos dentro de la region de codificacion del gen. El término “gen funcionalmente inactivado”
preferiblemente es un gen del que se han eliminado parte o la totalidad de las secuencias de codificacion.

El orden en el que una célula eucariota se proporciona con suficiente polimerasa T7, suficiente proteina (NSm)GnGc de
bunyavirus, un segmento del genoma L de bunyavirus, un segmento del genoma S de bunyavirus que comprende por lo
menos el gen N y, opcionalmente, un segmento del genoma M de bunyavirus del cual se ha inactivado funcionalmente
la region de codificacion de (NSm)GnGec, es aleatorio. Todo o parte de estas etapas se puede realizar posterior una a la
otra, o de forma simultanea. Sera claro para el experto que el segmento del genoma L de bunyavirus y/o un segmento
del genoma S de bunyavirus puede comprender una supresion funcional del gen L y/o gen N, respectivamente, cuando
la célula se proporciona con enzima de polimerasa de ARN que se codifica por un segmento del genoma L de
bunyavirus y/o una proteina N que se codifica por un segmento del genoma S de bunyavirus.

Por razones practicas, se prefiere que primero se proporcione una célula eucariota con un segmento del genoma L de
bunyavirus, un segmento del genoma S de bunyavirus que comprende el gen N y, opcionalmente, un segmento del
genoma M de bunyavirus del cual se ha inactivado funcionalmente la regién de codificacion de (NSm)GnGe, la estirpe
celular resultante que alberga un segmento del genoma L de bunyavirus, un segmento del genoma S de bunyavirus que
comprende el gen N y, opcionalmente, un segmento del genoma M de bunyavirus del cual se ha inactivado
funcionalmente la region de codificacion de (NSm)GnGc, posteriormente se proporciona con suficiente proteina
(NSm)GnGc de bunyavirus para mediar el empaque eficiente de los segmentos del genoma de bunyavirus en las BRP.

Alternativamente, una estirpe celular primero se proporciona con suficiente polimerasa T7 y suficiente proteina
(NSm)GnGc de bunyavirus mediante infeccién o transfeccion de una construccion que codifica estas proteinas, seguido
por la provision de la célula con un segmento del genoma L de bunyavirus, un segmento del genoma S de bunyavirus
que comprende el gen N y, opcionalmente, un segmento del genoma M de bunyavirus del cual se ha inactivado
funcionalmente la region de codificacion de (NSm)GnGec.

El término “suficiente polimerasa T7” se refiere a la cantidad de polimerasa T7 que se proporciona a una célula
eucariota que es suficiente para mediar la transcripcién eficiente de moléculas de ADNc que codifican el segmento del
genoma L de bunyavirus y el segmento completo del genoma S o la parte de un segmento del genoma S de bunyavirus
que por lo menos comprende el gen N, que se flanquean por una secuencia de los promotores T7 y ADNc que codifica
una ribozima de HDV. Se encontré que fue ineficiente el rescate de un bunyavirus al proporcionar una célula eucariota
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que expresa de forma estable la polimerasa de ARN T7 bajo el control de un promotor de citomegalovirus tal como, por
ejemplo, la estirpe celular BSR T7/5 (Buchholz et al. 1999. J. Virol. 73: 251-259) con uno o mas vectores que
comprenden un segmento del genoma L de bunyavirus, un segmento del genoma M de bunyavirus, y/o un segmento del
genoma S de bunyavirus, o partes funcionales de uno o mas de los segmentos del genoma de bunyavirus.

Se obtuvo una eficiencia de rescate reproducible y mejorada cuando las células eucariotas estaban recién infectadas o
transfectadas con un vector de expresion que codifica la polimerasa T7.

Por lo tanto, en un método preferido de acuerdo con la invencion, la célula eucariota se proporciona con suficiente
polimerasa T7 al transfectar o infectar recientemente la célula eucariota con un vector de expresién que codifica la
polimerasa T7.

En una realizacion, el vector de expresion es un plasmido que codifica la polimerasa T7. Los plasmidos adecuados son,
por ejemplo, pCAGGS, y ADNpc. En una realizacion preferida, el vector de expresién es un virus recombinante o vector
virico que codifica la polimerasa T7. Un virus o vector virico adecuado es, por ejemplo, un vector retrovirico defectuoso
de replicacion tal como un vector lentivirico, por ejemplo, un vector basado en VIH o un vector basado en EIAV, o un
vector basado en MMLYV defectuoso de replicacién. Se proporciona un virus o vector virico adicional adecuado mediante
un vector adenovirico con replicacion defectuosa y un vector baculovirico. Un virus o vector virico preferido es un
poxvirus defectuoso en replicacion tal como, por ejemplo, un virus a base de vaccinia. En un método aun mas preferido
de acuerdo con la invencion, la célula eucariota se proporciona con suficiente polimerasa T7 al infectar la célula
eucariota con un vector de expresion a base del virus de la viruela aviar (FPV) que codifica la polimerasa T7. El FPV
puede ser competente en replicacion o de replicacion defectuosa.

Sin estar limitados por la teoria, una razén para la eficiencia de rescate mejorada y reproducible al utilizar un vector de
expresion a base de FPV es que el nivel de polimerasa T7 es suficientemente alto para permitir la transcripcion eficiente
de los segmentos del genoma de ADNc de bunyavirus. Una razén adicional podria ser que los FPV producen su propia
enzima de proteccion. La proteccion de las transcripciones T7 podria estabilizar el ARN bunyavirico que se produce a
partir del ADNc, protegiendo al ARN de la degradacion.

Una ventaja adicional de un FPV es que pertenece al género Avipoxvirus y es capaz de propagarse en células aviares.
En células no aviares tales como, por ejemplo, células de mamifero, la replicacion del FPV es abortiva sin evidencia de
produccién de virus infeccioso. Por lo tanto, cuando la célula eucariota es una célula eucariota no aviar, se utiliza
preferiblemente un vector de expresion basado en FPV competente en replicacion o un vector de expresion basado en
FPV deficiente en replicacion para un método de la invenciéon. Cuando la célula eucariota es una célula eucariota aviar,
se prefiere que se utilice un vector de expresién basado en FPV deficiente en replicacién para un método de la
invencion.

El término “proporcionar proteina (NSm)GnGc” indica que por lo menos se proporcionan las proteinas Gn y Gc de
bunyavirus. Adicionalmente a la proteina Gn y Gc, también se puede proporcionar una o mas proteinas NSm.

El término “suficiente proteina (NSm)GnGc de bunyavirus” se refiere a la cantidad de proteinas (NSm)GnGc que se
proporciona a una célula eucariota que es suficiente para mediar el empaque eficiente de los segmentos del genoma de
bunyavirus en una particula de replicén de bunyavirus recombinante. Se puede proporcionar una célula con suficientes
proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus al transfectar o infectar la célula con un vector que media la expresion de las
proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus. Si un segmento del genoma M de bunyavirus del cual se ha inactivado
funcionalmente la region de codificacion de (NSm)GnGec, esta presente en la célula eucariota, se prefiere que no exista
superposicion de secuencia entre la secuencia de codificacion de proteina (NSm)GnGc de bunyavirus en la célula
eucariota y el segmento del genoma M de bunyavirus para evitar la generacion de un empaque de bunyavirus
competente.

Preferiblemente se proporciona una célula eucariota con suficientes proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus al transfectar
la célula eucariota con un plasmido de expresion que codifica las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus. Dicho plasmido
de expresion preferiblemente comprende una regién promotora que comprende secuencias reguladoras que controlan la
expresion de las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus. Se conocen en la técnica secuencias promotoras adecuadas,
que incluyen, pero no se limitan a, las secuencias promotoras de un virus tal como citomegalovirus (CMV), o una region
promotora de un gen de mantenimiento tal como beta-actina, por ejemplo, un promotor de actina de pollo. Si la
introduccion de dicho vector(es) de expresién da como resultado la muerte de células que producen altos niveles de
proteinas debido a su toxicidad, la dilucién en el punto final produce clones que expresan niveles tolerables de estas
proteinas. Se encontré6 que las células seleccionadas eran tolerables para niveles de expresion mas altos
proporcionados por la (re)introduccion posterior de vectores de expresion que producen (NSm)GnGec.

La invencion proporciona adicionalmente una estirpe celular de replicon eucariota que expresa proteinas (NSm)GnGc y
que comprende el segmento del genoma L de bunyavirus y el segmento del genoma S de bunyavirus o por lo menos
parte de un segmento del genoma S de bunyavirus que comprende el gen N y las URT 3’ y 5. Se encontr6 que los
niveles bajos de (NSm)GnGc fueron suficientes para evitar la pérdida de los segmentos del genoma de bunyavirus a
partir de las células. Sin estar limitado por la teoria, la expresion de las proteinas (NSm)GnGc, aunque a bajos niveles,
permite la produccién de BRPs cuyas células se reinfectan de forma continua. Para producir las BRP, la estirpe celular
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de replicén eucariota se proporciona con suficiente proteina (NSm)GnGc de bunyavirus mediante introduccion repetitiva
de un vector que proporciona proteina (NSm)GnGc de bunyavirus.

En una realizacién mas preferida, la célula eucariota en un método de acuerdo con la invencién se proporciona con
proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus al infectar la célula eucariota con un vector virico que transduce las proteinas
(NSm)GnGc de bunyavirus. En una realizacion, dicho vector virico es un vector con base en adenovirus, un vector con
base en retrovirus o un vector con base en herpesvirus. Un vector virico preferido que transduce las proteinas
(NSm)GnGc de bunyavirus es un vector con base en paramixovirus. Un paramixovirus preferido es del género
Avulavirus, que incluye paramixovirus aviar. Un paramixovirus aviar preferido es el virus de la enfermedad de Newcastle
(NDV). Un NDV preferido comprende un clon de ADNc recombinante de la cepa LaSota de NDV, denominada NDFL
(Peeters et al. 1999. J. Virol. 73: 5001-5009), en el que un gen GnGc optimizado por coddn se flanquea al introducir
nuevamente secuencias de inicio y detencién de transcripcion (Kortekaas et al. 2010. Vaccine 28: 4394-4401). Un NDV
preferido adicional es un vector derivado de una cepa virulenta recombinante tal como, por ejemplo, GB Texas, ltalien,
Milano y Herts ‘33/56, que transduce proteinas (NSm)GnGc. El vector preferiblemente es un NDV no replicativo o que
no se propaga. Un vector preferido comprende un genoma de una cepa de NDV virulenta recombinante con una
supresion en el gen que codifica la proteina HN. El vector virico se produce en una estirpe celular que
transcomplementa la proteina HN.

En una realizacion preferida adicional, se proporciona la célula eucariota con proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus al
infectar la célula eucariota con un vector virico recombinante que transduce las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus,
seguido por selecciéon de una célula en la que el vector virico recombinante se presenta de forma persistente sin
provocar efecto citopatogénico manifiesto. Las proteinas codificadas por el virus tales como, por ejemplo, proteinas
(NSm)GnGc de bunyavirus, se expresan durante la infeccion persistente. Se descubrié que una célula infectada
persistentemente tolera mayores niveles de expresion de las proteinas GnGc de bunyavirus, en comparacion con una
célula que se transforma de manera estable con un vector de expresion que expresa las proteinas GnGc de bunyavirus.

Un vector virico preferido para generar una célula persistentemente infectada se basa en un herpesvirus, por ejemplo,
un virus herpes simplex, virus Epstein-Bar o virus de varicela zoster, en un retrovirus tal como, por ejemplo, VIH, EIAV o
MMLV, o en un paramixovirus, por ejemplo, un Avulavirus, que incluye paramixovirus aviar. Un paramixovirus aviar
preferido es el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV). Un NDV preferido comprende un clon de ADNc
recombinante de la cepa LaSota de NDV, denominada NDFL (Peeters et al. 1999. J. Virol. 73: 5001-5009), en el que un
gen GnGc optimizado por coddn se flanquea al introducir nuevamente secuencias de inicio y detencion de transcripcion
(Kortekaas et al. 2010. Vaccine 28: 4394-4401).

Una célula eucariota puede expresar de forma transitoria o estable proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus. Se encontrd
inicialmente que no se puede obtener una célula eucariota que se transforma establemente con un plasmido de
expresion que media altos niveles de expresion de proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus. Esto se puede explicar en
parte por nuestra observaciéon de que los altos niveles constitutivos de expresiéon de GnGc podrian no ser tolerados en
células eucariotas. Sin embargo, se tolero la expresion de un virus que persistentemente infecto estas células eucariotas

Para permitir la generacion de una estirpe celular estable, preferiblemente se proporciona una célula eucariota con
proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus al transfectar o infectar la célula eucariota con un vector de expresion que
proporciona expresion condicional de las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus. El término “expresiéon condicional” es
conocido por el experto y se refiere a una expresion controlada de una proteina, que no se expresa, o solo se expresa
en bajo nivel bajo una primera condicion, pero de la cual la expresion se incrementa en una segunda condicion.

En un sistema de expresion condicional preferido, la expresion de las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus depende de
la presencia de un inductor o la ausencia de un inhibidor. Actualmente se encuentran disponibles diversos sistemas de
expresion génica inducible que se pueden utilizar para controlar la expresion de proteinas (NSm)GnGc. Los sistemas de
expresion Tet-On y Tet-Off (por ejemplo, Tet-On® y Tet-Off® Advanced Inducible Gene Expression Systems, Clontech)
se pueden utilizar para la expresion inducible de un gen de interés. En estos sistemas, la expresion del activador
transcripcional (tTA) se regula por la presencia (Tet-On) o ausencia (Tet-Off) de tetraciclina (TC) o un derivado de
tetraciclina tal como doxiciclina (dox). El tTA estd compuesto por la proteina represora de Escherichia coli Tet (TetR) y el
dominio de transactivacion del virus Herpes simplex VP16. El tTA regula la transcripcion de un gen de interés bajo el
control de un elemento sensible a tetraciclina (TRE) que consiste en la secuencia de ADN del operador Tet (TetO) y una
secuencia promotora, por ejemplo, el promotor del citomegalovirus humano (hCMV) (Baron, U. Bujard, H. Methods
Enzymol 327, 401-421 (2000)). Un gen que codifica (NSm)GnGc de bunyavirus se coloca corriente abajo del elemento
sensible a tetraciclina.

En el sistema Tet-Off, el tTA se une a TRE en ausencia de TC o dox (Gossen, M. and Bujard, H. Proc Natl Acad Sci
USA 89, 5547-5551 (1992)) y la transcripcion de proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus se activa, mientras que tTA no
puede unirse a TRE en presencia de TC o dox y se inhibe la expresion. Por el contrario, el sistema Tet-On utiliza un tTA
inverso (rtTA) que solo puede unir el TRE en presencia de dox (Gossen, M. et al. Science 268, 1766-1769 (1995)). Se
inhibe la transcripcion de las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus en ausencia de TC o dox y se activa en presencia de
TC o dox.
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En otra realizacién, la expresion condicional se ejecuta utilizando un sistema de expresion génica inducible por
hormonas tal como, por ejemplo, un sistema de expresion génica inducible por ecdisona (por ejemplo, RheoSwitch®,
New England Biolabs) (Christopherson, K.S. et al. Proc Natl Acad Sci U S A 89, 6314-6318 (1992)). La ecdisona es una
hormona esteroide de insectos. En células que expresan el receptor de ecdisona, se forma un heterodimero que
consiste en el receptor de ecdisona (Ecr) y el receptor X retinoide (RXR) en presencia de un agonista de ecdisona. Se
puede seleccionar un agonista de exdisona de ecdisona, uno de sus analogos, como muristerona A y ponasterona A, y
un agonista de ecdisona no esteroide. En presencia de un agonista, Ecr y RXR interactuan y se unen a un elemento de
respuesta de ecdisona que esta presente en un casete de expresion. La transcripcion de una proteina que se coloca en
un casete de expresion corriente abajo del elemento de respuesta de ecdisona se induce de este modo al exponer la
célula a un agonista de ecdisona.

Sera claro para el experto que se puede obtener una estirpe celular eucariota que exprese suficientes proteinas
(NSm)GnGc de bunyavirus al transfectar o infectar la célula eucariota con un vector que media la expresion condicional
de las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus. Dicho vector preferiblemente es un vector virico, por ejemplo, derivado de
un paramixovirus tal como el virus de la enfermedad de Newcastle, o, mas preferiblemente, una molécula de ADN
extracromosomico que es capaz de replicarse independientemente del ADN cromosémico tal como un plasmido.

En un método preferido de acuerdo con la invenciéon, uno o mas de los segmentos del genoma L de bunyavirus, el
segmento del genoma S, y/o, cuando esta presente, el segmento del genoma M comprende un gen exdgeno. Dicho gen
exogeno preferiblemente se deriva de un organismo que es un transmisor de una enfermedad infecciosa. Dicho
organismo preferiblemente se selecciona de adenovirus, virus de la peste equina africana, virus de la peste porcina
africana, virus de la lengua azul, virus de la enfermedad de la frontera, virus de la enfermedad de Borna, virus diarreico
virico bovino, virus sincicial respiratorio bovino, virus de la fiebre del valle de Cache, virus Chikungunya, Chrysomya
bezziana, peste porcina clasica, virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo, virus de la enfermedad ovina de
Nairobi, Cochliomyia hominivorax, coronavirus, citomegalovirus, virus del dengue, virus de la encefalitis equina oriental,
virus del Ebola, virus de la encefalomielitis equina, virus de la encefalocis equina, virus de la fiebre aftosa, virus de la
viruela de cabra, virus Hantaan, virus Hendra, virus de la hepatitis A, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, virus
de la hepatitis E, virus del herpes simplex, virus de influenza aviar altamente patdgena, virus de inmunodeficiencia
humana, virus de parainfluenza humana, virus de la influenza, virus de la encefalitis japonesa, herpesvirus asociado a
sarcoma de Kaposi, virus Lassa, virus Lujo, virus Marburg, virus Marsilia, virus del sarampion, virus de la viruela del
mono, virus de las paperas, virus Nipah, virus del papiloma, virus Papova, peste de pequefos rumiantes, virus de la
polio, poliomavirus, virus de la rabia, virus sincicial respiratorio, rinovirus, virus de la peste bovina, rotavirus, virus de la
rubéola, virus de los fleb6tomos de Napoles, virus de los flebétomos de Sicilia, coronavirus SARS, virus de la viruela
ovina, virus de la inmunodeficiencia simia, virus de la viruela, virus de encefalitis de San Luis, virus Toscana, virus
varicela-zoster, virus del Nilo occidental, virus de la encefalitis equina occidental, virus de la fiebre amarilla, Bacillus
anthracis, Bordetella pertussis, Brucella spp., Campylobacter jujuni, Chlamydia trachomatis, Clostridium botulinum,
Coxiella burnettii, Francisella tularensis, estreptococcus del Grupo B, Legionella pneumophila, Leptospira spp.,
Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium ulcerans, Neisseria meningitidis, Salmonella,
Shigella spp., Trypanosoma cruzi, Vibrio cholerae, Yersinia pestis, Mycoplasma mycoides, Plasmodium malariae,
Plasmodium ovale, Plasmodium ssp., Plasmodium vivax, Taenia solium, Taenia spp., y Trypanosoma brucei. Dicho
organismo también puede ser un bunyavirus que es el mismo o diferente del bunyavirus del cual se derivan las
proteinas (NSm)GnGc. Dicho gen exodgeno preferiblemente se deriva de un virus de influenza y preferiblemente
comprende una proteina de hemaglutinina y/o una proteina neuramidasa.

En un método preferido adicional de acuerdo con la invencién, un gen exdgeno esta presente sobre un minigenoma de
M, L o S. El término “minigenoma” se refiere a una molécula de ARN que por lo menos comprende las regiones 5’y 3’
de un segmento del genoma M, L y/o S de bunyavirus que funciona en la replicacion y transcripcion del segmento
genomico. Las regiones 5 y 3’ de un segmento del genoma M, L y/o S de bunyavirus comprenden regiones no
traducidas parcialmente complementarias (UTRs) que flanquean la region de codificacién de cada segmento. Los
nucledtidos 8 terminales de estas UTR se conservan entre los tres segmentos, mientras que las secuencias restantes
de las regiones son unicas. Las UTR dirigen replicacion y transcripcion de ARN virico y median la encapsidacion de
ARN virico en complejos de ribonucleoproteinas. Un minigenoma preferiblemente esta presente adicionalmente a un
segmento del genoma L de bunyavirus y un segmento del genoma S por lo menos que comprende el gen N.
Adicionalmente, esta opcionalmente presente un segmento del genoma M del cual se ha inactivado funcionalmente la
region de codificacion de GnGec.

Cuando esta presente, el gen exégeno preferiblemente se posiciona en un casete de expresion que media la expresion
del ARN y/o producto de proteina del gen exdgeno. Se prefiere adicionalmente que dicho casete de expresion medie la
expresion especifica a células o a tejidos del ARN y/o el producto de proteina del gen exdgeno.

La célula eucariota en un método de la invencién es preferiblemente una célula que se puede infectar y/o transfectar
facilmente utilizando métodos estandar conocidos por el experto, tales como, por ejemplo, células de levadura y células
de fibroblastos de pollo. Dicha célula eucariota preferiblemente es una célula de insecto o una célula de mamifero. Las
células de insecto adecuadas comprenden, por ejemplo, células de ovario de Spodoptera frugiperda tales como Sf9 y
Sf21, células Schneider 2 de Drosophila y células C6/36 de Aedes albopictus. Las células de mamifero adecuadas
comprenden, por ejemplo, células de rifion de hamster bebe tales como BHK-21, células de rifidn embridnico humano
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tales como HEK293, células VERO, células MDCK, células CHO, HuH-7, células HeLa, SW13 y PER.C6 (Fallaux, F. J.
et al. 1998. Hum Gene Ther 9: 1909-1917). Una célula preferida es BHK-21.

Un método de acuerdo con la invencion se puede utilizar para generar una particula de replicon de bunyavirus
recombinante a partir de un bunyavirus que es o se conocera por un experto. Preferiblemente se utiliza un método de
acuerdo con la invencién para generar una particula del replicon del virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo
recombinante, una particula del replicén del virus de la enfermad de la oveja de Nairobi recombinante, una particula del
replicon del virus de Dobrava-Belgrado recombinante, o, aun mas preferido, una particula de replicon del virus
recombinante de la fiebre del Valle del Rift.

La invencion proporciona adicionalmente una particula de replicon de bunyavirus recombinante, que comprende un
segmento del genoma L de bunyavirus, un segmento del genoma S de bunyavirus o parte de un segmento del genoma
S de bunyavirus que comprende por lo menos el gen N y, opcionalmente, un segmento del genoma M de bunyavirus del
cual se ha inactivado funcionalmente la regién de codificacion de GnGc. Dicha particula de replicén de bunyavirus
recombinante se puede generar utilizando un método de acuerdo con la invencion. Dicha particula de replicon de
bunyavirus preferiblemente se selecciona del género Hantavirus, Nairovirus, Orthobunyavirus, y Phlebovirus, que
incluyen numerosas especies de virus capaces de provocar enfermedades graves tanto en animales como en humanos.
Ejemplos bien conocidos son hantaanvirus (HTNV) y virus de Dobrava-Belgrado (DOBV) (ambos del género
Hantavirus), virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo (CCHFV) y virus Dugbe (ambos del género Nairovirus
Bunyamwera (Orthobunyavirus), virus Oropouche (Orthobunyavirus), virus de la fiebre del Valle del Rift (RVFV, género
Phlebovirus) y miembros adicionales del género Phlebovirus: virus Toscana, virus de los flebétomos de Napoles, virus
Punta Toro, virus Uukuniemi, virus Massilia y fiebre severa con virus del sindrome de trombocitopenia. Bunyavirus
preferidos adicionales incluyen, pero no se limitan a, virus del grupo del virus Dera Ghazi Khan, el grupo de virus
Hughes, el grupo de virus de la enfermedad ovina de Nairobi, el grupo de virus Qalyub, el grupo de virus Sakhalin y el
grupo de virus Thiafora.

Se prefiere que uno o mas de los segmentos del genoma L de bunyavirus, el segmento del genoma S, y/o, cuando esta
presente, el segmento del genoma M de particula de replicén de bunyavirus recombinante de acuerdo con la invencion,
comprenda un gen exogeno. Dicho gen exdgeno preferiblemente se deriva de un organismo que es un transmisor de
una enfermedad infecciosa. Como una alternativa, una particula de replicon de bunyavirus recombinante preferida de
acuerdo con la invencidon comprende un gen exdgeno que esta presente sobre un minigenoma de M, L o S.

Una particula de replicon de bunyavirus recombinante preferida de acuerdo con la invencion se deriva de un bunyavirus
seleccionado del virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo, virus de la enfermedad de las ovejas de Nairobi, virus
de Dobrava-Belgrado y virus de la fiebre del Valle del Rift. Un bunyavirus mas preferido es el virus de la fiebre del Valle
del Rift.

La invencion adicionalmente proporciona un método para producir una particula de replicon de bunyavirus
recombinante, el método comprende A) proporcionar una célula eucariota con medio de crecimiento, B) proporcionar la
célula eucariota con suficiente (NSm)GnGc de bunyavirus, y C) infectar la célula eucariota con una particula de replicon
de bunyavirus recombinante de acuerdo con la invencién, con el fin de producir una particula de replicon de bunyavirus.
Dicha célula eucariota es preferiblemente una célula que se infecta de forma persistente con un vector virico que
transduce las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus, o una célula estable en la que una construccién de expresion que
expresa las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus se integra en el genoma. Dicha construccion de expresion
preferiblemente comprende medios para la expresion condicional de las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus.

Una particula de replicén de bunyavirus recombinante de acuerdo con la invencién es segura y se puede utilizar fuera
de una contencion de bioseguridad. Dicha particula de replicon de bunyavirus recombinante se puede utilizar, por
ejemplo, para cribar y desarrollar agentes antiviricos, por ejemplo, para el desarrollo de un sistema de alto rendimiento
para el cribado de bibliotecas de compuestos adecuadas. Dicha particula de replicon de bunyavirus recombinante
también se puede utilizar en pruebas o ensayos que incluyen ensayos de neutralizacion de virus o pruebas de
neutralizacion de virus (VNT) y ELISA, que incluyen ELISA de virus completo y ensayos de hemaglutinacion.

Por ejemplo, una VNT clasica requiere el manejo de bunyavirus vivos y, por lo tanto, se debe realizar en instalaciones
de contencidn de bioseguridad apropiadas. Otro inconveniente de la VNT clasica es que se requiere 5-7 dias para que
se complete el ensayo. Una ventaja del uso de particulas de replicon de bunyavirus, tales como particulas de replicon
del RVFV (RRPV), en lugar de bunyavirus vivos, es que la VNT se puede realizar fuera de las instalaciones de
biocontencion. Una ventaja adicional es que la VNT requiere solo 24-48 horas para completarse.

La invencion proporciona adicionalmente una particula de replicon de bunyavirus recombinante de acuerdo con la
invencion para uso como un medicamento. Una particula de replicon de bunyavirus recombinante de acuerdo con la
invencion es preferiblemente para uso como un medicamento para mejora de una infeccion de bunyavirus en un animal,
que incluye un humano.

Un medicamento farmacéutico que comprende una particula de replicon de bunyavirus recombinante de acuerdo con la
invencion puede comprender adicionalmente un adyuvante, diluyente o vehiculo farmacéutico estable. Un medicamento
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de acuerdo con la invencion preferiblemente se combina con otras opciones terapéuticas, que incluyen, pero no se
limitan a un tratamiento de combinacién con ribavirina, y/o derivados de ribavirina tales como tarribavirina.

La invencion proporciona adicionalmente una vacuna que comprende una particula de replicon de bunyavirus
recombinante de acuerdo con la invencion. Dicha vacuna preferiblemente comprende un adyuvante. Las sustancias
adyuvantes se utilizan para estimular la inmunogenicidad. Ejemplos de adyuvantes inmunolégicos comunmente
utilizados son sales de aluminio, complejos inmunoestimulantes (ISCOMS), polimeros o copolimeros de bloque no
iénico, citoquinas (como IL-1, IL-2, IL-7, etc.), saponinas, lipido A de monofosforilo (MPLA), dipéptidos de muramilo,
vitamina E, resinas de poliacrilato y emulsiones de aceite. Preferiblemente, el adyuvante es un sulfolipopolisacarido, tal
como el adyuvante SLP/S/W descrito en Hilgers et al. Vaccine 1994 12: 653-660. Se proporciona un adyuvante preferido
adicional mediante un triterpeno, tal como escualeno, y derivados y modificaciones del mismo.

Las particulas de replicén de bunyavirus, por ejemplo, RRPs, de acuerdo con la invencidén son particulas que no se
propagan que son capaces de replicacion autbnoma del genoma. Las particulas de replicon de bunyavirus de acuerdo
con la invencién contienen tanto el segmento del genoma S como L, o partes funcionales del mismo, pero carecen de un
segmento del genoma M de bunyavirus o comprenden un segmento del genoma M de bunyavirus en el cual se ha
inactivado funcionalmente la region de codificaciéon de GnGc. La presencia de los segmentos del genoma L y S, que
codifican la proteina N y la proteina L, permiten las particulas resultantes de la replicacion autdbnoma del genoma. La
ausencia o inactividad de una region de codificacion GnGc evita el ensamble y propagacion de particulas de virus. Las
particulas de replicon se pueden producir en células que suministran GnGc en trans a titulos de hasta 10E7 particulas
infecciosas/ml. La replicacion del genoma del bunyavirus y/o la expresion de la proteina N y L en un anfitrion podria dar
como resultado una respuesta inmunitaria mejorada, en comparacién con una respuesta inmunitaria inducida por la
vacunacion con particulas similares a bunyavirus o subunidades viricas. Por ejemplo, una sola vacunacioén intramuscular
con RRP protege a los ratones contra una dosis de inoculacion letal con la cepa 35/74 del RVFV.

Dicha vacuna se puede administrar a un animal, que incluye un humano, mediante cualquier método conocido en la
técnica. Dicha vacuna se administra preferiblemente mediante métodos no invasivos, sin aguja, tales como
administracion oral, intranasal y/o intratraqueal, por ejemplo, mediante inhalacién o el uso de aerosoles nasales. Dicha
vacuna se administra mas preferiblemente por via parenteral, por ejemplo, por via intramuscular, subcutanea,
intraperitoneal, intradérmica o similar, preferiblemente, por via intramuscular.

Una vacuna de acuerdo con la invencion se administra en cantidades efectivas de acuerdo con un cronograma que se
puede determinar por el tiempo de exposicion potencial anticipada a un bunyavirus. De esta forma, el animal tratado,
que incluye un humano, puede tener tiempo para desarrollar inmunidad antes de la exposicion natural. Un cronograma
de tratamiento o régimen de dosificacion tipico comprende administracion parenteral, preferiblemente inyeccion
intramuscular, de una unidad de dosificacién, por lo menos aproximadamente 2-8 semanas antes de la exposicion
potencial. Si es necesario, se administra una segunda unidad de dosificacion aproximadamente 2-4 semanas antes de
la exposicion potencial. La segunda dosificacion se puede administrar por el mismo método, o por un método que difiere
de la primera unidad de dosificacion.

La administracion de una vacuna de acuerdo con la invencion preferiblemente protege al animal, que incluye un
humano, contra una infeccion posterior mediante el bunyavirus. En una realizaciéon preferida, una vacuna de acuerdo
con la invencién comprende una particula de replicon del virus recombinante de la fiebre del Valle del Rift que protege al
animal, que incluye un humano, contra una infeccién posterior por el virus de la fiebre del Valle del Rift.

Una ventaja importante de una vacuna de acuerdo con la invencién es que el virus no es capaz de propagacion
auténoma en el animal vacunado. La incapacidad de propagarse desde el sitio inicial de la inoculacion, se suma a la
seguridad de esta vacuna, tanto para el animal inoculado, el administrador de la vacuna como para el entorno. La
incapacidad de provocar viremia en el animal vacunado también previene cualquier preocupacion sobre la posible
transmision de esta vacuna por vectores de insectos (véase Moutailler et al. 2010. Vector Borne Zoonotic Dis 10: 681-
688). Una vacuna que comprende una particula de replicon de Bunyavirus que no se propaga de acuerdo con la
invencion que carece del gen NSs (tal como aquellas reportadas en el Ejemplo 1 y en Kortekaas et al. 2011. J Virol.
Aceptada para publicacion) se consideran de seguridad 6ptima, debido a la falta de este importante factor de virulencia.

Una ventaja importante adicional de una vacuna de acuerdo con la invencién en comparacion con vacunas inactivadas o
vacunas de subunidades es el hecho de que la presente vacuna no depende de un adyuvante para inducir inmunidad.
Adicionalmente, una vacuna de acuerdo con la invencidon se puede producir con una rentabilidad superior y sera
superior con respecto a la duraciéon de la inmunidad. Aunque el virus no se propaga, debido a la incapacidad para
expresar la proteina GnGc, el genoma virico se replica en las células infectadas y se expresan las proteinas Ny L, lo
que da como resultado una induccién fuerte y duradera de una respuesta inmunitaria en un receptor.

Es importante observar que existen preocupaciones sobre la seguridad del MP-12 (Morrill et al. 1991. Vaccine 9:35-41,
Morrill et al. 1997. Am J Vet Res 58:1104-1109, Morrill et al. 1997. 58:1110-1114, Morrill et al. 2011. 204:229-236, Morrill
et al. 2011. J Infect Dis 204:617-625), el clon 13 (Muller et al., 1995. Am J Trop Med Hyg. 53:405-411, Vialat et al. 2000.
J Virol 74:1538-1543, Dungu et al. 2010. Vaccine 28:4581-4587) y R566, un virus reasociado que contiene el segmento
S del virus del Clon 13 y virus de la vacuna de los segmentos L y M del virus MP-12 (Flick et al. 2009. Antiviral Res
84:101-118).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2679968 T3

Se mostré que el virus de la vacuna MP-12 contiene potenciales mutaciones atenuantes en cada uno de los tres
segmentos del genoma (Vialat et al. 1997. Virus Res 52: 43-50). Sin embargo, los cambios de nucleétidos responsables
de la atenuacién de este virus no estan mapeados. Por lo tanto, es posible que solo un cambio de nucledétido Unico
pueda dar como resultado la reversion a la virulencia. Aunque diversos estudios han demostrado la seguridad de la
vacuna MP-12 (véase documentos de Morrill et al. anteriormente indicados), un estudio adicional demostré que la
vacuna MP-12 no es segura cuando se administra a ovejas gestantes durante el primer trimestre de gestacion (Hunter
et al., 2002 Onderstepoort J Vet Res 69; 95-98). Debido a que la vacuna R566 contiene los segmentos L y M del virus
MP-12, pueden surgir inquietudes similares acerca de la seguridad de esta vacuna.

La muerte de ratones vacunados con el Clon 13 debido a trastornos neuroldgicos y paralisis se reporté en uno de los
primeros articulos sobre el virus del Clon 13 (Vialat et al. 2000. J Virol 74: 1538-1543). Este hallazgo sugiere que la
seguridad del virus del Clon 13 también se debe estudiar mas a fondo en ensayos clinicos que involucren grandes
cantidades de animales.

Ninguno de los animales que se vacunaron con una particula de replicon de Bunyavirus de acuerdo con la invencion
sufrié6 complicaciones asociadas con la vacunacion.

La invencion proporciona adicionalmente un método para estimular una respuesta inmunitaria contra bunyavirus en un
animal, que incluye un humano, el método comprende proporcionar al animal una particula de replicon de bunyavirus
recombinante de acuerdo con la invencién. En un método preferido, una particula de replicon del virus recombinante de
la fiebre del Valle del Rift de acuerdo con la invencién se proporciona a un animal, que incluye un humano, para
estimular una respuesta inmunitaria contra el virus de la fiebre del Valle del Rift.

La invencion proporciona adicionalmente el uso de una particula de replicon de bunyavirus recombinante de acuerdo
con la invencion, para estimular una respuesta inmunitaria contra una proteina codificada por el gen exdégeno. En una
realizacion, dicho gen exdgeno preferiblemente codifica una proteina antigénica que se expresa por un Orthomyxovirus,
preferiblemente el virus de influenza A, o una parte o derivado inmunoldgicamente activo de una proteina que se
expresa por un Orthomyxovirus. Los métodos para determinar si una proteina, o una parte o derivado de una proteina,
es inmunolégicamente activa son conocidos por el experto en la técnica, que incluyen algoritmos que predicen la
inmunogenicidad de una proteina tal como un algoritmo de Parker y un algoritmo de Rammensee, como se divulga en
Provenzano et al. 2004. Blood 104: Abstract 2862) y que incluyen la inyeccion de la proteina purificada, o una parte o
derivado de la proteina en un animal adecuado y que determinan si la proteina, o una parte o derivado de una proteina
es capaz de estimular anticuerpos contra la proteina, o una parte o derivado de una proteina.

El término parte inmunolégicamente activa indica una parte de una proteina que puede inducir una respuesta
inmunitaria celular y/o humoral contra la proteina en un animal, que incluye un humano. El término derivado
inmunoldgicamente activo indica una proteina o parte de una proteina que se modifica, por ejemplo, mediante la adicion,
supresion o alteracion de uno o mas aminoacidos y que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria celular y/o
humoral contra la proteina en un animal, que incluye un humano. Se prefiere que un derivado inmunolégicamente activo
tenga una identidad de secuencia de mas del 70% en comparacion con la proteina original, por ejemplo, la proteina que
se expresa por el Orthomyxovirus, preferiblemente un virus de influenza A. La identidad de secuencia se prefiere mayor
de 80%, se prefiere mayor de 90%, se prefiere mayor de 95%, se prefiere mayor de 99%, ain mas mayor de 100%, con
base en la secuencia de aminoacidos de las partes de proteina o proteina. Dicho derivado inmunolégicamente activo es,
por ejemplo, una proteina que comprende un péptido de sefial para la secrecion fuera de la célula en la que se produce,
una proteina que comprende una secuencia que proporciona una transmembrana tal como un dominio de direccion tipo
I, I o lll, o una proteina en la que se ha alterado un sitio de division de proteasa para mejorar la vida media de la
proteina.

Leyendas de las figuras
Figura 1.

Expresion de la proteina N a partir del segmento del genoma S del RVFV. Las células BSR-T7/5 (A) o células BHK-21
infectadas con FP-T7 (B) se transfectaron con el plasmido pUC57-S, que codifica el segmento del genoma S del RVFV
en la orientacion de sentido antigendmico. La expresion de la proteina N del RVFV se detectd utilizando un mAb
especifico a proteina N y anticuerpos IgG anti-ratéon conjugados con HRP.

Figura 2.

Produccion de particulas del replicon del virus de la fiebre del Valle del Rift (RRP) que contienen tres segmentos del
genoma. Las células BHK se infectaron con FP-T7 y posteriormente se transfectaron con un plasmido que codifica el
minigenoma M-eGFP (M-eGFP), o en combinacién con plasmidos que codifican los segmentos del genoma L y S del
RVFV (M-eGFP/L/S), o en combinacion con los plasmidos mencionados anteriormente y pCAGGS-NSmGnGc (M-
eGFP/L/S + NSmGnGc). El nimero de células productoras positivas a eGFP, células receptoras o células receptoras
previamente transfectadas con pClneo-RVFV-L y pCAGGS-N de plasmidos auxiliares (+HP) se determinaron mediante
citometria de flujo.

Figura 3.
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Produccion de RRP que contiene dos segmentos de genoma. Las células BHK se infectaron con FP-T7 y
posteriormente se transfectaron con un plasmido que codifica el minigenoma S-eGFP (S-eGFP), o en combinacién con
plasmidos que codifican los segmentos del genoma L del RVFV (S-eGFP/L), o en combinaciéon con los plasmidos
mencionados anteriormente y pPCAGGSNSMGnGc (S-eGFP/L + NSmGnGc). El numero de células productoras positivas
a eGFP, células receptoras o células receptoras previamente transfectadas con pClneo-RVFV-L y pCAGGS-N de
plasmidos auxiliares (+HP) se determinaron mediante citometria de flujo.

Figura 4.

Expresion de GnGc en células BHK-GnGc. Deteccion de la expresion de GnGce en células BHK-21 (control negativo, A)
y células BHK-GnGc (B) mediante IPMA utilizando anticuerpos policlonales dirigidos contra las proteinas Gn y Gc y
deteccion de Gc en lisados celulares sobre una transferencia Western (C) utilizando un antisuero peptidico.

Figura 5.

Expresion de eGFP en células BHK-GnGc infectadas persistentemente con NDV-GnGc que mantiene el segmento del
genoma L del RVFV y minigenoma S-eGFP en el pasaje 18 celular.

Figura 6.

Produccién de RRP mediante células BHK-GnGc después de introduccion de pCAGGS-GnGc o0 pPCAGGS-NSmGnGc. A
las 16 h después de la transfeccion, el medio de cultivo se reemplazé por medio nuevo. Los titulos de RRP se
determinaron sobre células BHK-21 utilizando el método Spearman-Karber (Karber 1931. Arch. Exp. Path. Pharmak
162, 480-483, Spearman 1908 Br. J. Psychol 2, 227-242).

Figura 7.

(A) Secuencia parcial pUC57-L: el plasmido codifica el segmento del genoma de L 35/75 de la cepa del RVFV en
orientacion de sentido antigendmico.

El ADNc del segmento del genoma L 35/74 de la cepa del RVFV flanqueado por un promotor T7 y el ADNc que codifica
una ribozima de HDV fueron sintetizados por GenScript Corporation y clonados en el vector pUC57 utilizando
Kpnl/Hindlll. EI promotor T7, la secuencia de ribozimas de HDV y las secuencias del terminador T7, respectivamente,
estan subrayadas. Las UTR se indican en cursiva, el marco de lectura abierto que codifica la proteina L se indica en
negrita.

(B) Secuencia parcial del plasmido pUC57-M: el plasmido codifica el segmento del genoma M 35/74 de la cepa del
RVFV en una orientacion de sentido antigendmico.

El ADNc que codifica el ARN de sentido antigendmico del segmento del genoma M de la cepa 35/74 del RVFV,
flanqueado por un promotor T7 y el ADNc que codifica una ribozima de HDV fue sintetizado por GenScript Corporation y
clonado en el vector pUC57 utilizando EcoRI/Sall. El promotor T7, la secuencia de ribozimas de HDV y las secuencias
del terminador T7, respectivamente, estan subrayadas. Las UTR se indican en cursiva, el marco de lectura abierto que
codifica las proteinas NSmGnGc se indica en negrita.

(C) Secuencia parcial del plasmido pUC57-S (-): el plasmido codifica el segmento del genoma s de la cepa 35/74 del
RVFV en una orientacion de sentido genémico.

El ADNc que codifica el ARN con sentido genémico del segmento del genoma S de la cepa 35/74 del RVFV, flanqueado
por un promotor T7 y el ADNc que codifica una ribozima de HDV fue sintetizado por GenScript Corporation y clonado en
el vector pUC57 utilizando BamHI/Xbal. El promotor T7, la secuencia de ribozimas de HDV y las secuencias del
terminador T7, respectivamente, estan subrayadas. Las UTR y la region intergénica se indican en cursiva, los marcos de
lectura abiertos que codifican las proteinas N y NS se indican en negrita.

(D) Secuencia parcial del plasmido pUC57-SANSs: el plasmido codifica el segmento del genoma S 35/74 de la cepa del
RVFV en una orientacion de sentido antigendmico con una supresion principal en las NSs.

El ADN sintético se clon6 entre Xbal y Apal de pUC57. El promotor T7, la secuencia de ribozimas de HDV vy las
secuencias del terminador T7, respectivamente, estan subrayadas. Las UTR y la region intergénica se indican en
cursiva, el marco de lectura abierto que codifica el N y la parte de codificacion del marco de lectura abierto de la
proteina NS se indican en negrita.

(E) Secuencia parcial del plasmido pUC57-S: el plasmido codifica el segmento del genoma M 35/74 de la cepa del
RVFV en una orientacion de sentido antigendmico.

Para construir el ADNc que codifica el segmento del genoma S completo en orientaciéon de sentido antigendmico, la
secuencia entre Ncol, EcoRV se aislé de la construccion pUC57-S(-) y se utilizd para reemplazar la secuencia entre
Ncol y EcoRV del plasmido pUC57-SANSs, produciendo pUC57-S. Las secuencias del promotor T7 y de ribozimas de
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HDV vy del terminador T7, respectivamente, estan subrayadas. Las UTR y la regién intergénica se indican en cursiva, los
marcos de lectura abiertos que codifican las proteinas N y NSs se indican en negrita.

(F) Secuencia parcial del plasmido pUC57-S-eGFP: el plasmido codifica el segmento del genoma M de la cepa 35/74
del RVFV en orientacion de sentido antigendmico, en el que el gen NSs se reemplaza por el gen que codifica la proteina
fluorescente verde potenciada (eGFP).

Las secuencias del promotor T7 y ribozimas de HDV y terminadoras T7, respectivamente, estan subrayadas. Las UTR y
la region intergénica se indican en cursiva, los marcos de lectura abiertos que codifican las proteinas N y eGFP se
indican en negrita. La secuencia se clono entre Kpnl y Sall de pUC57. Se subraya una mutacion silenciosa C — T.

(G) Secuencia parcial del plasmido pUC57-Mv: el plasmido codifica el segmento del genoma M de la cepa 35/74 del
RVFV en orientacion de sentido genodmico, en el que se elimina el ORF de NSmGnGc completo y se introducen los
sitios Ncol y Xbal.

Las secuencias del promotor T7 y ribozimas de HDV y terminadoras T7, respectivamente, estan subrayadas. Las UTR
se indican en cursiva, la secuencia entre las UTR se indica en negrita. Se clonan entre EcoRl y Pstl de pUC57.

(H) Secuencia parcial del plasmido pUC57-Mv-eGFP: el plasmido codifica el segmento del genoma M de la cepa 35/74
del RVFV en orientacion de sentido gendmico, en el que se elimina el ORF de NSmGnGc completo y se introduce eGFP
entre los sitios Ncol y Xbal. Las secuencias de promotor T7 y de ribozimas de HDV estan subrayadas.

(I) Secuencia parcial del plasmido pUC57-GnGc: el plasmido codifica una version optimizada del codén de marco de
lectura abierto del segmento del genoma M de la cepa 35/74 del RVFV que comienza en el cuarto codén de metionina.
El gen se sintetizé y se clond entre EcoRI y Hindlll. Este gen se utilizé para construir pClneo-GnGc y pCAGGS-GnGc
utilizando EcoRI y Notl (subrayado). El marco de lectura abierto GnGc se indica en negrita.

(J) Los plasmidos pClneo-NSmGnGc y pCAGGS-NSmGnGc codifican el marco de lectura abierto del segmento del
genoma M de la cepa 35/74 del RVFV comenzando en el primer codon de metionina. El gen se amplificéd a partir de
ADNc 35/74 y se clond en pClneo y pCAGGS utilizando EcoRI y Notl (subrayado). El marco de lectura abierto de
NSmGnNGc se indica en negrita.

(K) El plasmido pUC57-N codifica una versién optimizada de codén del marco de lectura abierto N de la cepa 35/74 del
RVFV. El gen se introdujo en pCAGGS y pClneo utilizando EcoRI y Notl (subrayado). El marco de lectura abierto de la
proteina N se indica en negrita.

(L) El plasmido pClneo-L contiene el marco de lectura abierto del gen L de la cepa del RVFV 35/75. El gen se introdujo
utilizando Xhol y Notl (subrayado). La mutaciéon de transicion (T5912C), que da como resultado la sustitucion de
isoleucina-1971 por treonina también esta subrayada. El marco de lectura abierto de la proteina L se indica en negrita.

Figura 8.

Las RRP son incapaces de propagacion auténoma. Las células BHK se infectaron con RRP a una m.o.i. de 1. Después
de dos dias, se observd expresion de eGFP en las células infectadas (panel izquierdo). Se incubaron células BHK
recientes con el sobrenadante recolectado y se monitorizaron para una expresion de eGFP después de tres dias (panel
derecho).

Figura 9.

Cinética de produccion RRP. Las células BHK-Rep se cultivaron en GMEM complementado con suero al 5% y se
dejaron no tratadas (-GP) o se transfectaron con pCAGGS-NSmGnGc (+ GP). Los titulos de RRP se determinaron en
diferentes puntos de tiempo en células BHK utilizando la expresién de eGFP como el parametro de lectura. Los titulos
se determinaron utilizando el método Spearman-Karber.

Figura 10.

Andlisis de transferencia Western de proteinas RRP. El medio de cultivo de células BHK-Rep (-GP) o células BHK-Rep
transfectadas con pCAGGS-NSmGnGc (+ GP) se ultracentrifugd a 100 000 xg durante 2 h. Las proteinas presentes en
los sedimentos se separaron en 4-12% de geles Bis-Tris NUPAGE y posteriormente se transfirieron a transferencias de
nitrocelulosa. Se detectaron proteinas especificas mediante un antisuero de péptido anti-Gn (a-Gn) o anti-Gc (a-Gc) o
un mAb especifico para la proteina N (aN). Las posiciones de las proteinas NSm, Gn, Gc y N se indican por flechas. Las
proteinas estandar de peso molecular se indican a la derecha en kilodaltons.

Figura 11.

Infeccion por PVR de células de mamiferos e insectos. Las células se infectaron con RRP y se determiné la cantidad de
células positivas mediante citometria de flujo a 42 (BHK y HEK293T) o 72 horas después de infeccion (S2 y C6/36). (A)
Resultado representativo de citometria de flujo de células de mamiferos e insectos infectadas con RRP. Los recuentos
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de células de control no infectadas y células infectadas se representan en gris y verde, respectivamente. (B)
Histogramas que muestran los resultados promediados de tres mediciones independientes con D.E.

Figura 12.

Eficacia de la vacuna de los RRP. Los ratones no se vacunaron (n=9; simulado) o se vacunaron (n=10) ya sea una vez
(1x) o dos veces (2x) por ruta intramuscular (IM) o ruta subcutanea (SC) con 106 DICT50 de RRP. Los ratones se
inocularon con una dosis letal conocida de la cepa 35/74 del RVFV a través de la ruta intraperitoneal. Las tasas de
mortalidad se determinaron hasta 21 dias después de inoculacion (d.p.c.).

Figura 13.

Reacciones en el lugar de inyeccion observadas en diferentes momentos después de la vacunacién. Puntuacion 0: no
se observan aberraciones; 1: hinchazén observada; 2: hinchazéon redonda de 5 cm de didametro maximo; 3: gran
hinchazoén/absceso posibilidad de ruptura. PM, post mortem. Los resultados se representan como promedios (n=6) con
DE.

Figura 14.

Temperaturas rectales de corderos vacunados y no vacunados (simulados) antes y después de inoculacién con RVFV.
Las temperaturas corporales rectales (°C) se determinaron diariamente. La fiebre se defini6 como una temperatura
corporal por encima de 41°C (linea interrumpida). Los resultados se representan como promedios (n=6) con DE.

Figura 15.

Deteccion de ARN virico en muestras de plasma de corderos vacunados y no vacunados obtenidos en diferentes puntos
temporales después de infeccién mediante inoculacidon con RVFV. La cantidad de muestras positivas difiere en cada
punto de tiempo. Los resultados se representan como promedios (n=6) con DE.

Figura 16.

Peso corporal de corderos vacunados una vez con una de las vacunas indicadas. Los resultados se representan como
promedios (n=6) con DE.

Figura 17.

Anadlisis bioquimico de muestras de suero. Las concentraciones de ALT, ALP, TP, creatinina y BUN se representan
como promedios (n=6) con DE. Los valores de referencia superiores e inferiores se indican mediante lineas
discontinuas.

Figura 18.

Representacion esquematica del método utilizado para crear estirpes celulares de replicon que producen las proteinas
sHA3 y sNA4. GOI, gen de interés (en este documento, ya sea el gen eGFP, sHA3; 0 sNA).

Figura 19.

Citometria de flujo que demuestra el porcentaje de estirpes celulares de replicon que producen la proteina N en el
pasaje 8 celular. La expresion de proteina N depende de la presencia del segmento del genoma S y L, del cual el
primero contiene el gen exégeno de interés (GOI). Las células que expresan los segmentos del genoma L y S-eGFP (A);
células que expresan L y el segmento S-CD5-HA-GCN4-ST (es decir, S-sHA3) (B); células que expresan el segmento L
y S-CD5-OS-GCN4-NA (es decir, SsNA4) (C); células de control que expresan GnGc se representan en (D), (E) y (F).

Figura 20.

Se analizaron sHA3; y sNA4 purificados en geles de poliacrilamida tefiidos con plata (A) y transferencias de Western
utilizando Strep-Tacting-HRP para la deteccion (B). La muestra de control negativo (eGFP) se proporcioné siguiendo el
procedimiento de purificacién utilizando medio recolectado de células de replicon que expresan eGFP. Las posiciones
de las proteinas estandar de peso molecular se indican a la izquierda en kDa.

Ejemplos

Ejemplo 1

Materiales y métodos

Células y condiciones de crecimiento.

El Prof. Dr. K. Conzelmann (Max von Pettenkofer-Institut, Munich, Alemania) proporcion6 amablemente BSR-T7/5. Las

BHK-GnGc son células BHK-21 que contienen un plasmido integrado al genoma pClneo-GnGc descrito a continuacion.
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Las células BSRT7/5 y BHK-GnGc se cultivaron en medio esencial minimo de Glasgow (GMEM; Invitrogen, Carlsbad,
CA, EE. UU.) complementado con caldo de cultivo de fosfato de triptosa al 4% (Invitrogen), aminoacidos no esenciales
al 1% (Invitrogen), suero fetal bovino al 10% (FBS; Pam Biotech, Aidenbach, Alemania) y penicilina/estreptomicina
(Invitrogen) a una concentracion de 100 U/mly 100 pg/ml, respectivamente. Para el mantenimiento de estirpes celulares
estables, se utilizé geneticina (G-418; Invitrogen) a una concentracion de 1 mg/ml. Las células se cultivaron a 37°C y
C02 al 5%.

Plasmidos y virus.

Los plasmidos pClneo-GnGc y pCAGGS-GnGc contienen el marco de lectura abierto (ORF) del segmento M de la cepa
35/74 del RVFV, comenzando en el cuarto codon de metionina (Figura 71). El plasmido pCAGGS-N contiene el ORF que
codifica el gen N (Figura 7K). Las secuencias que codifican N y GnGc se optimizaron con codones para una expresion
optima en células de mamiferos e insectos y se sintetizaron por GenScript Corporation (Piscataway, NJ, EE. UU.). El
plasmido pCAGGS-NSmGnGc contiene el ORF auténtico del segmento M que comienza en el primer codén de
metionina (Figura 7J). pClneo-RVFV-L codifica el ORF auténtico que codifica la polimerasa virica de la cepa 35/74 del
RVFV (Figura 7L). Este gen contiene una mutacion de transicion (T5912C), que da como resultado la sustitucion de
isoleucina-1971 por treonina. No se estudi6 el efecto de esta mutacion.

La expresion de genes RVFV a partir de plasmidos pClneo esta controlada por un promotor/potenciador temprano
inmediato de citomegalovirus (CMV), mientras que la expresion de genes a partir de plasmidos pGAGGS esta
controlada por un mejorador inmediato de CMV/promotor de actina  (CAG) (Niwa et al. 1991. Gene 108: 193-199). La
cepa 35/74 del RVFV se aislé en el Agricultural Research Council-Onderstepoort Veterinary Institute (ARC-OVI) del
higado de una oveja que murié durante un brote del RVFV en la provincia de Free State de Sudafrica en 1974 (Barnard
1979. JS Afr Vet Assoc 50: 155). El virus se pasoé cuatro veces en ratones lactantes mediante inyeccion intracerebral y
tres veces en células BHK-21. La amplificacion de los segmentos del genoma se realizé mediante RT-PCR en un solo
paso con SBS Genetech AMV-RT, TaKaRa Ex Taq HS y los cebadores descritos por Bird et al. (Bird et al. 2007. J Virol
81: 2805 - 2816). Los productos de PCR se purificaron con el kit de extraccion Qiagen Gel después de separacion sobre
gel de agarosa y se mezclaron en cantidades iguales apropiadas antes de la secuenciaciéon GS FLX en Ingaba Biotec
(Pretoria, Sudafrica). La secuenciacion y el ensamble de la secuencia se realizaron esencialmente como se describe
para los genomas del virus ARNds (Potgieter et al. 2009. J Gen Virol 90: 1423-1432). Las secuencias de consenso
correspondientes a cada segmento del genoma se sintetizaron y se clonaron en pUC57, un vector de clonacion
estandar de GenScript Corporation (Piscataway, NJ, EE. UU.). pUC57-L (Figura 7A), pUC57-M (Figura 7B) y pUC57-S
(Figura 7E) codifican el segmento del genoma L, M y S del RVFV en orientacion de sentido antigendmico (es decir,
positivo), respectivamente. Estos plasmidos de transcripcion contienen cada uno una copia completa de los segmentos
de ARN virico y se flanquean por un promotor T7 y una secuencia de ribozimas del HDV. En pUC57-S-eGFP(-) (Figura
7F), el gen NSs se reemplaza por el gen que codifica la proteina fluorescente verde potenciada (eGFP). Es de destacar
que la transcripcion de este plasmido resulta en un minigenoma de S-eGFP en el que el gen de eGFP esta en la
orientacion genomica (es decir, sentido negativo). En el plasmido pUC57-Mv-eGFP(-) (Figura 7H), el ORF completo del
segmento M se reemplaza por el gen eGFP. El minigenoma M-eGFP producido a partir de este plasmido también tiene
una orientacién de sentido gendmico.

Se describié previamente un virus de la enfermedad de Newcastle recombinante (NDV) que produce las glucoproteinas
estructurales Gn y Gc del RVFV (es decir, NDFL-GnGc), de este documento referido como como NDV-GnGc (Kortekaas
et al. 2010. Vaccine 28: 4394 -4401).

Un virus de la viruela aviar recombinante que produce la polimerasa T7, denominado fpEFLT7pol (Das et al. 2000. J
Virol Meth 89: 119-127), de este documento referido como FP-T7, fue amablemente proporcionado por el Instituto de
Salud Animal (IAH, Compton, Reino Unido). Los titulos de virus se determinaron como dosis infectiva de cultivo de tejido
al 50% (TCID50) sobre células BHK-21 utilizando el método Spearman-Karber (Karber 1931. Arch. Exp. Path. Pharmak
162, 480-483; Spearman 1908 Br. J. Psychol 2, 227-242),

Rescate de la cepa recombinante 35/74 del RVFV.

Se sembraron células BSR-T7/5 en placas de 6 pozos y se cotransfectaron con 1 ug de plasmidos pUC57-L, pUC57-M y
pUC57-S utilizando reactivo de transfeccion jetPElI de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes (Polyplus-
transfection SA, lllkirch, Francia). Después de 6 dias de incubacion, se recolecté el medio. Para la deteccion del virus
infeccioso, las células BHK-21 se incubaron con el sobrenadante recolectado. Cuando se observé un efecto citopatico
claro, las células se fijaron en paraformaldehido/PBS al 4% durante 40 minutos. Posteriormente, las placas se
sumergieron completamente en etanol al 80%/acido acético al 4% para inactivar el virus y se lavaron con PBS. Los
ensayos de monocapa de inmunoperoxidasa (IPMA) se realizaron como se describe a continuacion.

Alternativamente, las células BHK-21 se infectaron con FP-T7. Aproximadamente 10E6 células en cada pozo de una
placa de seis pozos se inocularon con 1.5 ml de medio de cultivo que contenia 10E5 TCID50 de FP-T7 (multiplicidad de
infeccion [m.o.i] de 0.1). Después de la incubacion con FP-T7 durante 1 hora y recuperacion durante otra hora, las
células se trataron de manera similar como se describe para las células BSR-T7/5.

Rescate de BRP del RVFV (RRP).
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Se sembraron células BHK-21 o BHK-GnGc en placas de 6 pozos y se incubaron con FP-T7 durante 1 hora a 37°C. El
medio se refresco y las células se dejaron recuperar durante 1 h. Para la produccién de RRP que contienen tres
segmentos de genoma, las células se transfectaron posteriormente con 600 ng de plasmidos pUC57-L, pUC57-S,
pUC57-Mv-eGFP(-) y pCAGGS-NSmGnGc. Para la produccion de RRP que contienen dos segmentos del genoma, las
células se transfectaron con pUC57-L, pUC57-S-eGFP(-) y pPCAGGS-NSmGnGc. El medio se refrescé al dia siguiente.
Alternativamente, cuando se utilizd6 NDV para proporcionar Gn y Gc, se realiz6 infeccion por NDV-GnGc junto con FP-
T7. NDV-GnGc se utilizd a una m.o.i. de 0.05. Los sobrenadantes se recolectaron después de 72 h, se depuraron
previamente a 5 000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente y se almacenaron a 4°C hasta uso posterior.

Transferencia Western y NUPAGE

Se realiz6 NuPAGE vy transferencia Western como se describe (Kortekaas et al. 2010. Vaccine 28: 2271-2276).
Brevemente, las proteinas se diluyeron en tampon de muestra Laemmli 3x (Tris 0.5 M, pH 6.8, SDS al 6% (p/p), glicerol
al 26% (v/v), 2-mercaptoetanol al 15% (v/v) y azul de bromofenol al 0.002% (p/p)) y se calenté a 95°C durante 5
minutos, antes de cargar sobre geles Bis-Tris NUPAGE al 4-12%. Las proteinas se transfirieron posteriormente a
transferencias de nitrocelulosa. Para visualizar Gc, se utilizaron anticuerpos policlonales de conejo que se habian
generado previamente contra un péptido derivado de Gc (residuos 975-VFERGSLPQTRNDKTFAASK-994),
respectivamente (De Boer et al. 2010. Vaccine 28: 2330-2339). Los anticuerpos IgG anti-conejo de cabra conjugados
con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Dako, Heverlee, Bélgica) se utilizaron como anticuerpos secundarios. La
actividad de la peroxidasa se detecté utilizando los reactivos de deteccion transferencia Western de Amersham ECL™
(GE Healthcare, Diegem, Bélgica). Para la deteccion de la proteina N, se utilizé el anticuerpo monoclonal F1D11
(amablemente proporcionado por el Dr. Alejandro Brun, CISA-INIA, Madrid, Espafia) como anticuerpo primario e 1gG
anti-raton de conejo (DAKO) como el anticuerpo secundario.

Ensayos de monocapa de inmunoperoxidasa (IPMA).

Los IPMA se realizaron como se describi6 previamente (deBoer et al. 2010. Vaccine 28: 2330-2339). Como el
anticuerpo primario, se utilizé un antisuero policlonal que se obtuvo previamente de una oveja que se vacun6 con NDFL-
GnGc (Kortekaas et al. 2010. Vaccine 28: 4394-4401). Para la deteccion de la proteina N del RVFV, se utilizd mAb
F1D11, que se proporcioné amablemente por el Dr. Alejandro Brun (CISA-INIA, Espafia). Como el anticuerpo
secundario se utilizé IgG de anti-ratén conjugado con HRP (Dako, Heverlee, Bélgica).

Citometria de flujo.

Para la citometria de flujo, las células de una placa de seis pozos se lavaron con 3 ml de PBS y luego se se sometieron
a tripsinizacién con 0.3 ml de triptosina-EDTA al 0.5% (Invitrogen). Después de incubacion durante 2-3 minutos a 37°C y
resuspension, las células se diluyeron en 1 ml de medio de cultivo. Las células se sedimentaron por centrifugacion, se
resuspendieron en 0.5 ml de PBS y se sedimentaron de nuevo. Las células se fijaron al agregar 0.1 ml de PFA al 4% en
PBS durante 15-30 minutos y posteriormente se diluyeron en 0.5 ml de PBS. Cada muestra contenia todas las células
de un pozo. Las muestras se almacenaron a 4°C hasta analisis. Todas las mediciones se realizaron en el dia de la
cosecha de células. La citometria de flujo se realizé utilizando un citémetro de flujo CyAn ADP (Beckman, Woerden,
Paises Bajos), equipado con un laser de longitud de onda de 488 nm. El analisis de datos se realizd con el software
Summit v4.3.

Resultados

Rescate de la cepa 35/74 del RVFV recombinante a partir de ADNc utilizando células BSR-T7/5. La cepa del RVFV
recombinante 35/74 (rec35/74) se rescato utilizando tres plasmidos que codifican los tres segmentos de ARN virico L, M
y S en orientacion de sentido antigendmico. La transfeccion de los tres plasmidos en células BSR-T7/5 resulté en un
efecto citopatico después de 3-4 dias. Las células BHK-21 se inocularon con el sobrenadante recolectado. Se obtuvo un
titulo de 10E9 TCID50/ml después de dos pasajes del virus. No se introdujeron mutaciones silenciosas en el genoma de
la cepa 35/74 del RVFV recombinante para confirmar el rescate y excluir la contaminacion con virus de tipo silvestre no
recombinante, ya que ningun virus de tipo silvestre estuvo presente en nuestro laboratorio antes del rescate de
rec35/74.

Produccion de VLP que contienen un minigenoma indicador utilizando la expresion transitoria de NSmGnGc a partir del
plasmido.

Como una primera etapa hacia el establecimiento de un sistema de produccién de particulas de replicon del virus de la
fiebre del Valle del Rift (RRP), se desarrollé un sistema de minireplicones. Se disefié un plasmido en el que el gen que
codifica eGFP se coloca entre las regiones no traducidas del segmento M (UTR). Este plasmido se denominé pUC57-
Mv-eGFP(-) y codifica el minigenoma M-eGFP en la orientacion de sentido gendmico. Al igual que las construcciones de
longitud completa, el ADNc que codifica este minigenoma se flanquea por un promotor de polimerasa T7 y un ADNc que
codifica una secuencia de ribozimas del HDV. La transfeccion de pUC57-Mv-eGFP(-) junto con los plasmidos pUC57-L y
pUC57-S dio como resultado la expresion de eGFP en solo unas pocas células (datos no mostrados). En un intento de
mejorar la expresion del minigenoma indicador, los dos plasmidos auxiliares pClneo-RVFV-L y pCAGGS-N se
agregaron a la mezcla de transfeccion. Esto resultd en un ligero aumento en el nimero de células positivas (datos no
mostrados). A pesar del muy bajo numero de células positivas a eGFP, se realizo el intento de empacar los segmentos
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del genoma en las VLP cotransfectando las células con pCAGGS-NSmGnGc. Si de hecho se produjeron VLP,
razonamos que estas VLP podrian contener uno, dos o tres segmentos de genoma. Para poder detectar también las
VLP que contienen solo el minigenoma indicador, el sobrenadante no solo se agregé a células BHK-21 no tratadas, sino
también a células BHK-21 que se transfectaron previamente con plasmidos auxiliares pClneo-RVFV-L y pPCAGGS-N. Se
mostré que muy pocas células BHK-21 que se inocularon con el sobrenadante recolectado expresaron eGFP después
de 18-24 horas de incubacion y la expresion solo se observo en células que se transfectaron previamente con plasmidos
auxiliares (datos no mostrados). Por lo tanto, aunque se produjeron VLP, ninguna de estas VLP aparentemente contenia
los tres segmentos del genoma.

Produccién de VLP que contienen un minigenoma indicador utilizando NDV para proporcionar Gn y Gc.

Aunque previamente pudimos producir grandes cantidades de VLP al expresar GnGc en células de insecto (de Boer et
al. 2010 Vaccine 28: 2330-2339), la producciéon de GnGc a partir de promotores pol-Il en células de mamifero fue
extremadamente baja en experimentos previos, no produciendo VLP detectables en el sobrenadante del cultivo
(resultados no publicados). También reportamos previamente la produccién de un NDV recombinante (es decir, NDFL-
GnGc, en este documento referido en adelante como NDV-GnGc) que produce las glucoproteinas GnGc. Curiosamente,
la infeccion de las células BHK-21 con este virus recombinante dio como resultado la produccién de cantidades
detectables de Gn y Gc en el sobrenadante (Kortekaas et al. 2010 Vaccine 28: 4394-4401). En el presente trabajo, nos
preguntamos si NDV-GnGc se podria utilizar para proporcionar las proteinas Gn y Gc para el empaque de los
segmentos del genoma RVFV. Las células se transfectaron primero con pUC57-L, pUC57-S y pUC57-Mv-eGFP(-) y se
infectaron con NDV-GnGc, 24 horas mas tarde. La expresion de eGFP se observé en un pequefio porcentaje de células
productoras y en muy pocas células receptoras (datos no mostrados). La expresion de eGFP en células receptoras
dependia nuevamente de una transfeccion previa con los plasmidos auxiliares pClneo-RVFV-L y pCAGGS-N. Estos
experimentos demostraron que pudimos empacar un minigenoma indicador en VLP utilizando NDV-GnGc como fuente
de las glucoproteinas, pero que no se obtuvieron particulas capaces de replicacion auténoma.

Rescate mejorado del RVFV de ADNCc utilizando un virus de la viruela aviar recombinante como fuente de polimerasa T7
y produccion exitosa de RRP.

La recuperacion del virus de las células BSR-T7/5 no fue reproducible. Como una alternativa para las células BSR-T7/5,
decidimos utilizar un virus recombinante de la viruela aviar que expresa la polimerasa T7 (es decir, FP-T7) (Das et al.
2000. J Virol Methods 89: 119-127). En experimentos en los que se comparo la eficacia de rescate del RVFV utilizando
células BSR-T7/5 y células BHK-21 infectadas con FP-T7, el uso de FP-T7 result6 en el rescate del RVFV en 5/5
intentos, mientras que el rescate utilizando células BSR-T7/5 no tuvo éxito. Anticipamos que un mayor nivel de
expresion de polimerasa T7 por FP-T7 podria dar como resultado niveles de produccion mas altos de las proteinas N y
L de los segmentos del genoma antigendmico (es decir, sentido positivo), lo que facilitaria el inicio de la replicacion.
Para probar esta hipotesis, el segmento pUC57-S se transfectd en células BSR-T7/5 y en células BHK-21 que se
infectaron previamente con FP-T7. La transcripcién del plasmido pUC57-S por la polimerasa T7 resulta en un ARN virico
con sentido antigenémico cuyo gen N esta en una orientacion de sentido. Mientras que la proteina N no se pudo
detectar en células BSR-T7/5 transfectadas con pUC57-S (Figura 1A), las células BHK-21 infectadas con FP-T7 que se
transfectaron con este plasmido se tifieron intensamente con anticuerpos anti-N (Figura 1B).

Se procedi6 a la cotransfeccion de pUC57-S, pUC57-L y pUC57-Mv-eGFP(-) en células BHK-21 infectadas con FP-T7.
Mientras que en experimentos previos utilizando células BSR-T7/5, solo se observaron unas pocas células positivas de
eGFP, en estos experimentos, el analisis FACS mostr6 que el 1.3% de las células eran positivas a eGFP (Figura 2). Se
realizé un experimento similar en el que las células se cotransfectaron con pCAGGS-NSmGnGc. En este experimento,
el 2.5% de las células fueron positivas para eGFP (Figura 2). Curiosamente, la observacion de grupos de células
positivas a eGFP sugirié la propagacion local de las VLP que contienen el minigenoma indicador (datos no mostrados).
Después de tres dias, el sobrenadante del cultivo se recolectd y se incub6 con células BHK-21 que no se trataron o
transfectaron con los plasmidos auxiliares pClneo-RVFV-L y pCAGGS-N. En las células que se transfectaron con
plasmidos auxiliares, el 1.3% fueron positivas para la expresion de eGFP (Figura 2). Mas aun, el 0.9% de las células
que no se transfectaron previamente con plasmidos auxiliares fueron positivas para la expresién de eGFP, lo que
demuestra que tuvimos éxito en la produccion de particulas de replicén que contienen los tres segmentos del genoma
(Figura 2).

Produccion de RRP que contienen dos segmentos de genoma.

Para facilitar una mayor optimizacion del sistema, nuestro objetivo fue producir RRP que contengan solo dos segmentos
de genoma. Para este fin, se produjo un minigenoma indicador en el que el gen que codifica el gen NS del segmento S
se intercambié por el gen que codifica eGFP (es decir, S-eGFP). El trabajo previo demostré6 que el gen NSs no es
esencial para el crecimiento en cultivo de tejidos (Muller et al. 1995. Am J Trop Med Hyg 53: 405-411) y otros estudios
demostraron que un virus que contiene esta supresion es viable (lkegami et al. 2006. J Virol 80: 2933-2940). La
cotransfeccion del plasmido resultante, pUC57-S-eGFP(-) con pUC57-L dio como resultado la expresion de eGFP en un
pequefio porcentaje de células. Sin embargo, cuando se agregd pCAGGS-NSmGnGc a la mezcla de transfeccion, el
21.5% de las células fueron positivas para eGFP, segun se determind por analisis FACS (Figura 3). La incubacion de
células BHK-21 con el sobrenadante recolectado resultd en un 4.7% de células positivas cuando no se proporcionaron
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plasmidos auxiliares, mientras que el numero de células aumentd al 28,7% cuando se incluyeron plasmidos auxiliares
(Figura 3).

Produccion de estirpes celulares estables BHK-21 que producen glucoproteinas Gn y Gc.

Con el objetivo de producir un sistema para la produccion continua de RRP, se produjeron estirpes celulares estables
que producen constitutivamente las proteinas Gn y Gc. Brevemente, las células BHK-21 se transfectaron con pClneo-
GnGc y se hicieron crecer clones con plasmidos integrados en presencia de geneticina G-418. Se probaron una sere de
clones para la expresion de Gn/Gc mediante IPMA. Un antisuero altamente positivo de una oveja infectada naturalmente
no reveld ninguna célula positiva a Gn/Gc (datos no mostrados). Sin embargo, se utilizd con éxito un antisuero derivado
de una oveja que se vacund previamente con NDV-GnGc para identificar clones positivos. Uno de los clones mostré
claramente el mas alto nivel de expresién de Gn y Gc revelado por IPMA, aunque los niveles de expresion parecian
bajos (Figura 4). Este clon se prob6 para la expresion de Gc mediante transferencia de Western de proteinas
procedentes de lisados celulares. Utilizando un antisuero policlonal descrito previamente especifico para un péptido
derivado de Gc, se detectd claramente la expresion de Ge (Figura 4C). Esta estirpe celular se designé BHK-GnGc. Para
determinar si las VLP se produjeron por estas células, los sobrenadantes se ultracentrifugaron y las proteinas presentes
en los sedimentos recolectados se analizaron mediante transferencia de Western. La proteina Gc no se detecté en las
fracciones de sedimentos, lo que sugiere que o bien no se produjeron VLP, o que la produccion de glucoproteinas fue
demasiado baja para permitir la deteccion.

El uso de una estirpe celular que mantiene los segmentos RVFV L y S-eGFP es esencial para la produccion eficiente de
RRP.

La produccion de PRR por infeccion de células BHK-21 con FP-T7 y posterior introduccion de plasmidos que
proporcionan el segmento L, segmento S-eGFP y pCAGGS-NSmGnGc resulté en un maximo de titulos de PRR de
10E3 a 10E4 TCID50/ml (datos no mostrados). Aunque la estirpe celular BHK-GnGc parecia no ser adecuada para la
produccion constitutiva a gran escala de RRP, fue sorprendente encontrar que la introducciéon de FP-T7 y la posterior
introduccion de plasmidos que proporcionan el segmento L, segmento S-eGFP y pCAGGS-NSmGnGc resultaron en
grupos de células positivas que eran mas grandes tanto en nimero como en tamafio que aquellas obtenidas con células
BHK-21 normales.

Una estirpe celular que mantiene los segmentos RVFV L y S-eGFP podria ser muy valiosa para diversas aplicaciones,
que incluyen cribados de alto rendimiento de agentes antiviricos fuera de las instalaciones de contencién de
bioseguridad. Por lo tanto, nos propusimos producir un cultivo celular del cual cada célula contiene el segmento L y S-
eGFP del RVFV. Para este fin, se introdujo el virus FP-T7, seguido de la introduccion de los plasmidos que proporcionan
el segmento L y el segmento S-eGFP. Para facilitar la propagacion del segmento L y S-eGFP, pCAGGS-NSmGnGc se
introdujo varias veces después del pasaje de las células. Utilizando este método, se obtuvieron estirpes celulares de
células de tipo silvestre BHK-21 asi como de BHK-GnGc, de las cuales la mayoria de las células, si no todas,
expresaban el indicador eGFP. Sin embargo, mientras que el pasaje repetitivo de las células BHK-21 que expresan
eGFP result6 en la pérdida de eGFP, el pasaje de las células BHK-GnGc que expresan eGFP no dio como resultado
ninguna pérdida de la expresion de eGFP. Para por lo menos 50 pasajes celulares, la expresion de eGFP en estas
células permanecié sin cambios. Cuando no se transfectaron, se encontré que las células BHK-GnGc que contenian los
replicones RVFV producian cantidades muy pequefias de RRP, con un rendimiento maximo de 10E2 TCID50/ml. De
manera importante, la introduccién de pCAGGS-NSmGnGc o pCAGGS-GnGc en estas células dio como resultado
titulos de RRP de 10E6.8 o 10E6.4 TCID50/mI maximo, respectivamente (Figura 5).

Produccion eficiente de RRP utilizando NDV-GnGec.

Considerando la produccién superior de GnGc por NDV cuando se compara con la expresion del plasmido, probamos si
las PVr se podrian producir por infeccién de las células con NDV-GnGec. Las células BHK-GnGc se coinfectaron con FP-
T7 y NDV-GnGc y, después de recuperacion, se transfectaron con pUC57-L y pUC57-S-eGFP(-). Después de 72 horas
de incubacion, se observaron “cometas” extremadamente grandes de células positivas en los matraces (datos no
mostrados). Este resultado sugiere que se producen grandes cantidades de RRP cuando se utiliza NDV-GnGc para
proporcionar las glucoproteinas. Posteriormente dividimos el cultivo en dos matraces. Uno se dejo sin tratar, el otro
nuevamente fue infectado con NDV-GnGc. Los sobrenadantes de estas células se recolectaron después de 48 horas y
los titulos de RRP de TCID50 se determinaron sobre células BHK-21. El sobrenadante de las células que se infectaron
con NDV-GnGc dos veces, contenia un titulo de 10E7 TCID50/ml, mientras que el sobrenadante de las células que se
infectaron solo una vez contenia un titulo de 10E4.5 TCID50/ml. La ultima estirpe celular se pasé 18 veces, después de
lo cual se determiné nuevamente el titulo de RRP. Sorprendentemente, esto reveld un titulo de 10E6 TCID50/ml.
Adicionalmente, el examen visual de esta estirpe celular mediante microscopia de fluorescencia revel6 que la mayoria
de las células, si no todas, expresaban eGFP (Figura 6). Este resultado nos llevd a sugerir que las células fueron
infectadas persistentemente con NDFL-GnGc, proporcionando de esta manera una fuente continua de Gn y Gc. De
hecho, el IPMA utilizando un mAb especifico para la proteina F de NDV, reveld la presencia del virus en un subconjunto
de las células. Sin embargo, es importante sefialar que el virus presente en el sobrenadante de estas células demostré
ser no infeccioso. Sin embargo, esto se esperaba, dado que las cepas de NDV lentogénicas, tales como la cepa
recombinante LaSota utilizada en el trabajo actual, requieren la division de la proteina F mediante proteasas de tipo
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tripsina para la infectividad. En conclusion, en virtud de la infeccion persistente de las células con NDFL-GnGec, Is RRP
pueden producirse continuamente con titulos de hasta 10Ea7 TCID50/ml.

Para demostrar que las RRP son incapaces de propagacion auténoma, las células BHK se infectaron con RRP a una
multiplicidad de infeccién (m.o.i.) de 1. Después de dos dias, se observo la expresion de eGFP mediante microscopia de
fluorescencia (Figura 8, panel izquierdo). Las células BHK se incubaron con sobrenadante previamente depurado
recolectado y después de tres dias, las células se monitorizaron para expresion de eGFP. No se observé expresion de
eGFP, lo que demuestra que no se produjeron particulas infecciosas de progenie mediante las células BHK infectadas
con RRP (Figura 8, panel derecho).

Para establecer la cinética de produccion de RRP, las células BHK-rep se transfectaron con pPCAGGS-NSmGnGc y el
medio de cultivo se recolecté en diferentes momentos después de la transfeccion. Las RRP se titularon en células BHK
utilizando la expresion de eGFP como el parametro de lectura. Este experimento demostré que ya se obtenia un titulo
cercano a 106 TCID50/ml después de 22 h (Figura 9).

Para visualizar las proteinas de RRP, las RRP se sedimentaron por ultracentrifugacion. Las proteinas se separaron en
geles NuPAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se detectaron utilizando antisueros peptidicos
especificos para la proteina Gn y Gc o un anticuerpo monoclonal especifico para la proteina N. El analisis del
sobrenadante obtenido a partir de células BHK-Rep no transfectadas reveld solo la proteina N (Figura 10).
Curiosamente, este resultado sugiere que la proteina N del RVFV se libera de las células, presumiblemente en forma de
particulas de nucleo de ribonucleoproteina, que se asemejan a los resultados descritos previamente a partir de estudios
sobre CCHFV (Bergeron et al. 2007. J Virol 81: 13271-13276). El analisis del sobrenadante de células BHK-Rep
transfectadas con pCAGGS-NSmGnGc (pCAGGS-M) reveld la proteina Gn, la proteina NSm, la proteina Gc y la
proteina N (Figura 10).

Ejemplo 2.

Produccion de particulas de replicon de bunyavirus (BRP) de la cepa IbAr10200 del virus de la fiebre hemorragica de
Crimea-Congo

El ADNc que codifica ARN de longitud completa con sentido anti-virus de los segmentos del genoma L (GenBank:
AY389508.2), M (GenBank: AF467768. 2) y S (GenBank: U88410.1) de la cepa IbAr10200 del CCHFV se sintetizan y
flanquean por un promotor de polimerasa T7 y ADNc que codifica una secuencia de ribozimas del HDV. Una secuencia
de terminacién de la transcripcion T7 esta preferiblemente situada corriente abajo del ADNc de la ribozima. Estas
secuencias se clonan en vectores pUC57 esencialmente como se ejemplifica en el Ejemplo 1, lo que resulta en pUC57-
CCHFV-L, pUC57-CCHFV-M y pUC57-CCHFV-S.

Para facilitar la clonacion en pUC57 del ADNc que codifica el segmento del genoma CCHFV L, se introduce un sitio de
restriccion Kpnl inmediatamente corriente arriba de la secuencia promotora T7 e inmediatamente corriente abajo de la
secuencia de terminacioén de la transcripcion T7.

Para facilitar la clonacion del ADNc que codifica el segmento del genoma M de CCHFV, se introduce un sitio de
restriccion Kpnl inmediatamente corriente arriba de la secuencia promotora T7 y se introduce un sitio de restriccion Sall
inmediatamente corriente abajo de la secuencia de terminacion de la transcripcion T7.

Para facilitar la clonacion del ADNc que codifica el segmento del genoma S de CCHFV, se introduce un sitio de
restriccion EcoRI inmediatamente corriente arriba de la secuencia promotora T7 y se introduce un sitio de restriccion
BamHI inmediatamente corriente abajo de la secuencia de terminacion de la transcripcion T7.

El marco de lectura abierto completo del segmento del genoma M (M-ORF, nucledtidos 93-5147 de la secuencia
GenBank AF467768.2) se introduce corriente abajo del promotor CMV de pCineo. Las estirpes celulares estables se
producen al transfectar pClneo-M-ORF en células BHK-21 y las células con plasmidos integrados se seleccionan al
cultivar en presencia de G-418.

Como alternativa, las células BHK-21 se proporcionan con las proteinas codificadas M-ORF de CCHFV al infectar la
célula eucariota con un vector virico recombinante que transduce la poliproteina codificada por M-ORF de CCHFV,
seguido por la seleccion de una célula en la que el vector virico recombinante esta presente persistentemente sin
provocar un efecto citopatogénico manifiesto.

Las células que (condicional o constitutivamente) expresan las proteinas codificadas por M-ORF de CCHFV se infectan
con FP-T7 y, después de la recuperacion, se transfectan con los plasmidos pUC57-CCHFV-L y pUC57-CCHFV-S.
Cuando se requiere para una produccion eficiente, una construccion que codifica las glucoproteinas estructurales de
CCHFV bajo el control de un promotor de Polimerasa Il adecuado (tal como el promotor de CAG en el plasmido
pCAGGS) también se transfecta o infecta para proporcionar las glucoproteinas estructurales de CCHFV. Este
procedimiento resulta en la produccion de particulas de replicon de CCHFV que no contienen un segmento M del
genoma de CCHFV.

El promotor T7 que se utiliza tiene la secuencia de nucleétidos: 5-TAATACGACTCACTATAG-3
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La secuencia de ribozimas del HDV que se utiliza tiene la secuencia de nucleétidos 5- GGGTCGGCATGGCATCTCC-
3.

La secuencia del terminador T7 que se |utiliza tiene la secuencia de nucledtidos: 5-
TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG-3'.

Ejemplo 3.

Produccion de particulas de replicon de bunyavirus (BRP) de la cepa DOBV/Ano-Poroia/Afl9/1999 del virus de Dobrava-
Belgrado (DOBV)

El ADNc que codifica ARN de longitud completa con sentido anti-virus de los segmentos del genoma L (GenBank:
AJ410617.1), M (GenBank: AJ410616.1) y S (GenBank: AJ410615.1) de la cepa de DOBV DOBV/Ano-Poroia/Afl9/1999
se sintetiza y flanquea por un promotor de polimerasa T7 y el ADNc que codifica una secuencia de ribozimas del HDV.
Una secuencia de terminacion de la transcripcion de T7 esta presente preferiblemente corriente abajo del ADNc de
ribozima introducido. Estas secuencias se clonan en vectores pUC57 esencialmente como se ejemplifica en el Ejemplo
1, lo que resulta en pUC57-DOBV-L, pUC57-DOBV-M y pUC57-DOBV-S.

Para facilitar la clonacion en pUC57 del ADNc que codifica el segmento del genoma L de DOBYV, se introduce un sitio de
restriccion BamHI inmediatamente corriente arriba de la secuencia promotora T7 e inmediatamente corriente abajo de la
secuencia de terminacioén de la transcripcion T7.

Para facilitar la clonacion del ADNc que codifica el segmento del genoma M de DOBYV, se introduce un sitio de
restriccion Kpnl inmediatamente corriente arriba de la secuencia promotora T7 y se introduce un sitio de restriccién Sall
inmediatamente corriente abajo de la secuencia de terminacién de la transcripcion T7.

Para facilitar la clonacion del ADNc que codifica el segmento del genoma S de DOBV, se introduce un sitio de
restriccion Kpnl inmediatamente corriente arriba de la secuencia promotora T7 y se introduce un sitio de restriccion Sall
inmediatamente corriente abajo de la secuencia de terminacion de la transcripcion T7.

El marco de lectura abierto completo del segmento del genoma M (MDOBV-ORF, nucleétidos 41-3448 de la secuencia
GenBank AJ410616.1) se introduce corriente abajo del promotor CMV de pClneo. Las estirpes celulares estables se
producen al transfectar pClneo-MDOBV-ORF en células BHK-21 y al seleccionar células con plasmidos integrados al
cultivar en presencia de G-418.

Alternativamente, se proporciona la célula eucariota con proteinas codificadas por MDOBV-ORF al infectar la célula
eucariota con un vector virico recombinante que produce las proteinas MDOBYV, seguido al seleccionar una célula en la
que el vector virico recombinante esta presente persistentemente sin provocar efecto citopatogénico manifiesto.

Las células que (condicional o constitutivamente) expresan las proteinas codificadas por MDOBV-ORF se infectan con
FPT7 y, después de la recuperacion, se transfectan con los plasmidos pUC57-DOBV-L y pUC57-DOBV-S. Cuando se
requiere para una produccion eficiente, una construccion que codifica las glucoproteinas estructurales DOBV bajo el
control de un promotor de Polimerasa-ll adecuado (tal como el promotor CAG en el plasmido pCAGGS) también se
transfecta o infecta para proporcionar las glucoproteinas estructurales del DOBV. Este procedimiento resulta en la
produccién de particulas de replicén del DOBV.

El promotor T7 que se utiliza tiene la secuencia de nucleétidos: 5-TAATACGACTCACTATAG-3
La secuencia de ribozimas del HDV que se utiliza tiene la secuencia de nucleétidos 5-GGGTCGGCATGGCATCTCC-3.

La secuencia del terminador T7 que se |utiliza tiene la secuencia de nucledtidos: 5-
TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG-3

Ejemplo 4.
Sistema de Tet-Off para la expresion inducible de proteinas NSm, Gn y Gc del RVFV

Las células BHK-21 se transfectan con el plasmido pTet-Off Advanced (Clontech, CA, EE. UU.) de acuerdo con las
instrucciones de los fabricantes. Después de la seleccion con G-418, se seleccionan clones resistentes, obteniéndose
una estirpe celular BHK-Tet-Off Advanced.

Los marcos de lectura abiertos completos del segmento M de una cepa 35/74 del RVFV (nucledtidos 21-3614) se
sintetizan con sitios de restriccion flanqueados Kpnl (extremo 5 ‘) y Notl y Sall (extremo 3’) y se clonan en pUC57
utilizando sitios de restricciéon Kpnl y Sall (GenScript Corporation). Los insertos se liberan de los plasmidos pUC57
mediante digestion con Kpnl/Notl y se clonan en el vector pTREtight digerido con Kpnl/Notl (Clontech).

Las células BHK-Tet-Off Advanced se transfectan con pTREtight-NSmGnGc y un marcador lineal que facilita la
seleccion de células transfectadas mediante higromicina o puromicina. Los clones que producen las proteinas de interés
se seleccionan al cultivar los clones en ausencia de doxiciclina (DOX).
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Después de la seleccion de clones adecuados, las células se hacen crecer en presencia de DOX y se infectan con FP-
T7. Después de la recuperacion, las células se transfectan con pUC57-L y pUC57-S-eGFP. Después de la recuperacion,
el medio de cultivo de las células se reemplaza por medio sin DOX, lo que resulta en la expresion de NSm, Gny Ge y la
formacion de particulas de replicon RVFV.

Ejemplo 5

Particulas del replicon del RVFV que producen HA multimérico soluble recombinante del virus de la influenza 2009 A
(H1N1) de origen porcino pandémico.

Se sintetizan Oligo MSC-1 y Oligo MSC-2. La hibridaciéon de Oligo MCS-1 y Oligo MCS-2 da como resultado una
molécula de ADN de doble cadena que contiene proyecciones de Ncol y Xbal y sitios de restriccion Spel, Xhol, Bgll,
Notl adicionales.

Oligo MCS 1: 5-CATGGACTAGTCTCGAGGCTAGCAGATCTGCGGCCGCT-3
Oligo MCS 2: 5-CTAGAGCGGCCGCAGATCTGCTAGCCTCGAGACTAGTC-3

El gen eGFP se elimina de pUC57-S-eGFP (Figura 7F) mediante digestion de Ncol/Xbal y el ligador MCS se liga en este
vector, produciendo pUC57-S-MCS.

La secuencia enumerada a continuacion (Sec. CD5-HA-GCN4-ST) codifica un ectodominio de hemaglutinina soluble
optimizado por codones humanos (sHA, aminoacidos 17 a 522) del virus de influenza A/California/04/2009 (H1N1). Esta
secuencia se sintetiza en GenScript Corporation. El gen HA esta precedido por una secuencia que codifica un péptido
de sefial CD5 de terminal N y seguido por secuencias que codifican un dominio de trimerizacion artificial GCN4 de
terminal C (GCN4-pll, Harbury et al. 1993. Science 262: 1401-1407) y una estreptavidina-tag (Strep) para la purificacion
de afinidad. Esta construccién se describe en Bosch et al. 2010. J. Virol. 84: 10366-10374).

Para generar un vector que comprende CD5-sHA-GCN4-pll, pUC57-S-MCS se digiere con la secuencia de HA-GCN4-
ST digerida con Nhel/Xbal y Nhel/Xbal se clona en este plasmido, produciendo pUC57-S-HA -GCN4-ST. La secuencia
de CD5 se introduce posteriormente al hibridar el siguiente oligo:

Oligo CD5-1: 5-CTAGTATGCCCATGGGGTCTCTGCAACCGCTGGCCACCTTGTACCTGCTG
GGGATGCTGGTCGCTTCCGTG-3

Oligo CD5-2: 5-CTAGCACGGAAGCGACCAGCATCCCCAGCAGGTACAAGGTGGCCAGCGG
TTGCAGAGACCCCATGGGCATA-3

El ligador CD5 se liga en pUC57-S-HA-GCN4-ST con Spel/Nhel, produciendo pUC57-S-CD5-HA-GCN4-ST.

Las células BHK-GnGc se infectan con FP-T7. Después de la recuperacion, las células se transfectan con pUC57-L,
pUC57-SCD5-HA-GCN4-ST y pCAGGS-NSmMGNnGc, esencialmente como se ejemplifica en el Ejemplo 1. Después del
pasaje de las células, se repite la transfeccion. Esta secuencia de eventos se repite hasta que todas las células de la
monocapa expresan la proteina CD5-HA-GCN4-ST, como se determina por IPMA. Se determina la cantidad de HA-
GCN4-ST en el medio de cultivo de estas células. Para establecer niveles elevados de proteinas NSmGnGc, se
introduce nuevamente el plasmido pCAGGS-NSmGnGc en la estirpe celular, produciendo particulas de replicon que
contienen el gen S-CD5-HA-GCN4-ST. Las particulas de replicon se utilizan para experimentos de
vacunacioén/inoculacion en ratones para establecer la eficacia protectora contra una inoculacioén letal a H1N1.

Seq. CD5-HA-GCN4-ST

Los nucledtidos 1-69 (subrayados) codifican la secuencia CD5

Los nucledtidos 70-1590 codifican el ectodominio HA

Los nucleodtidos 1591-1713 (subrayados) codifican el dominio GCN4
Los nucledtidos 1714-1737 codifican la Strep tag
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Ejemplo 6

Infeccion de RRP de células de mamifero e insectos y produccion de RRP

Para determinar si otras células de mamifero e insectos se pueden infectar con RRP, células 293 de rifién embrionario
humano (HEK293T), células Drosophila S2 y células Aedes albopictus C6/36 se infectaron con RRPs en un m.o.i. de 1.
De nota, el m.o.i. se calculd utilizando el titulo determinado sobre las células BHK. Este experimento demostré que tanto
las células de mamifero como las de insectos se pueden infectar facilmente con RRP, aunque la expresion del gen
indicador en células de insecto es considerablemente menor (Figura 11A). La expresion de eGFP en células de
mamifero y células de insecto fue dptima a las 42 o 72 horas después de la infeccion (hpi), respectivamente (Figura 11).

A continuacion, estuvimos interesados en determinar si las células HEK293T se pueden utilizar para la produccion de
RRP. Con este fin, las células BHK y las células HEK293T se infectaron con RRP a una m.o.i. de 3. Después de tres
dias, las células se sembraron en una placa de 6 pozos y se transfectaron con pCAGGS-NSmGnGc. El sobrenadante
se recolectd después de tres dias y los titulos de RRP obtenidos fueron 10E7 (107) o células BHK y 10E6.5 (10%5)
TCIDso/ml para células HEK293T. Este resultado demuestra que las células BHK tipo silvestre y las células HEK293T se
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pueden utilizar para la produccién de RRP al combinar una infeccion por RRP con una transfeccion del plasmido
pCAGGS-NSmGnGec.

Ejemplo 7.
Uso de RRP en una prueba de neutralizacion del virus (VNT)

La VNT clasicay una VNT novedosa que utiliza RRP en lugar de virus vivos (VNT RaPid) se realizaron con sueros de
corderos que se habian infectado previamente experimentalmente con el virus 35/74. Para confirmar la presencia de
anticuerpos especificos del RVFV, los sueros se analizaron mediante el recN RVFV ELISA (BDSL, Ayrshire Scotland,
Reino Unido) antes del analisis por VNT. La VNT clasica se realizé6 como se describié previamente (de Boer et al. 2010.
Vaccine 28: 2330-2339). Para la VNT RaPid, las diluciones de suero se prepararon en placas de 96 pozos en 50 pl de
GMEM suplementado con SFB al 5%, TPB al 4%, MEM NEAA al 1%, pen/estrep al 1%. Se agregé medio de crecimiento
que contenia ~200 RRP en un volumen de 50 pl a las diluciones de suero y se incub6 durante 1.5 h a temperatura
ambiente. A continuacién, se agregaron 50 yl de medio de crecimiento que contenia 40,000 células BHK a cada pozo.
Las placas se incubaron a 37°C y CO2 al 5%. Después de 36-48 horas, se calculo el titulo de neutralizacion utilizando el
método Spearman-Karber (Karber (1931) Arch. Exp Path. Pharmak 162: 480-483; Spearman (1908). Br J Psychol 2:
227-242).

Tabla 1. Comparacién del ensayo de VNT clasico con la VNT RaPid. Los sueros de corderos infectados
experimentalmente se analizaron mediante recN ELISA (ELISA), VNT clasica y VNT RaPid. Los titulos de neutralizacion
se determinan como '%log de titulos de punto final 50%.

Cordero No: VNT clasica VNT RaPid ELISA
4308 3.56 3.94 POS
4309 4.09 4.16 POS
4310 0 0 NEG
4311 4.01 4.24 POS
4312 3.71 4.76 POS
4314 3.56 4.46 POS
4315 3.71 4.39 POS
4318 4.16 4.39 POS
4321 0 0 NEG
4324 4.24 4.31 POS
4328 4.01 4.69 POS

Este experimento reveld que el uso de RRP en el llamado VNT RaPid tiene una lectura éptima entre 36 y 48 horas y
tiene una sensibilidad igual, si no mas alta, que la VNT clasica (Tabla 1).

Ejemplo 8
Vacunacion e inoculacién de ratones

Se alojaron ratones hembra BALB/c (Charles River laboratories, Maastricht, Paises Bajos) en grupos de cinco animales
en jaulas con filtro superior tipo Il y se mantuvieron bajo una contenciéon de bioseguridad de nivel 3. Se vacunaron
grupos de 10 ratones por medio de la ruta intramuscular o subcutanea una vez el dia 21 o dos veces en los dias 0 y 21
con 10E6 TCID50 de RRP en 50 pl de PBS. Un grupo de nueve ratones no se traté (no vacunado). Los pesos
corporales de los ratones se monitorizaron semanalmente. El dia 42, todos los ratones se expusieron a través de la ruta
intraperitoneal con 10E2.7 TCID50 de la cepa 35/74 del RVFV en 0.5 ml de medio de cultivo. Los ratones inoculados se
monitorizaron diariamente para signos visuales de enfermedad y mortalidad. Este experimento fue aprobado por el
Comité de Etica para Experimentos con Animales del Instituto Veterinario Central de la Universidad y Centro de
Investigacion de Wageningen.
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Para estudiar la eficacia de la vacuna de las RRP, se inmunizaron grupos de 10 ratones con 50 yl de un inéculo que
contenia 10E6 TCID50 RRPs, mediante ruta subcutanea o intramuscular, ya sea una o dos veces, con un intervalo de
tres semanas. Se agregd un grupo de 9 ratones no vacunados como grupo de control. Los ratones se inocularon el dia
42 con una dosis letal conocida de la cepa 35/74 del RVFV. Todos los ratones no vacunados mostraron signos clinicos
evidentes y pérdida de peso y ocho de un total de nueve ratones no vacunados sucumbieron a la infeccién dentro de los
cuatro dias posteriores a la inoculacion. Un raton sobrevivié durante doce dias, pero finalmente murié. El porcentaje de
supervivencia en los grupos de ratones vacunados ya sea una o dos veces por via subcutanea fue del 60% (Figura 12).
Por el contrario, el 100% de los ratones vacunados mediante la ruta intramuscular, ya sea una o dos veces,
sobrevivieron a la inoculacion (Figura 12). Estos ratones no mostraron signos clinicos o pérdida de peso durante todo el
experimento. Esto demuestra que una sola vacunacioén intramuscular con 10E6 RRP puede proteger a los ratones de
una dosis letal del RVFV.

Ejemplo 9

Produccion de particulas de replicon de bunyavirus de la Fiebre Severa con el HB29 aislado del virus de la
trombocitopenia (SFTS).

El virus SFTS fue descrito por primera vez por (Yu XJ, et al. Fever with Thrombocytopenia Associated with a Novel
Bunyavirus in China. N Engl J Med 2011 Mar 16).

Los ADNc que codifican ARN virico de longitud completa que corresponden a los segmentos del genoma L (GenBank:
HM745930.1), M (GenBank: HM745931.1) y S (GenBank: HM745932.1) del HB29 aislado del virus SFTS se sintetizan y
flanquean mediante un promotor de polimerasa T7 y un ADNc que codifica una secuencia de ribozimas del HDV. Una
secuencia de terminacioén de la transcripcion T7 preferiblemente se ubica corriente abajo del ADNc de la ribozima. Estas
secuencias se clonan en vectores pUC57 esencialmente como se ejemplifica en el Ejemplo 1, lo que resulta en pUC57-
SFTS-L, pUC57-SFTS-M y pUC57-SFTS-S.

Para facilitar la clonacion en pUC57 del ADNc que codifica el segmento del genoma L de SFTS, se introduce un sitio de
restriccion Kpnl inmediatamente corriente arriba de la secuencia promotora T7 e inmediatamente corriente abajo de la
secuencia de terminacioén de la transcripcion T7.

Para facilitar la clonacion del ADNc que codifica el segmento del genoma M de SFTS, se introduce un sitio de restriccion
Kpnl inmediatamente corriente arriba del promotor T7 e inmediatamente corriente abajo de la secuencia de terminacion
de la transcripciéon T7.

Para facilitar la clonacién del ADNc que codifica el segmento del genoma S de SFTS, se introduce un sitio de restriccion
Kpnl inmediatamente corriente arriba de la secuencia promotora T7 e inmediatamente corriente abajo de la secuencia
de terminacion de la transcripcién T7.

Se desarrolla también una construccion adicional que codifica un segmento de tipo de genoma S de SFTS en el que el
gen NSs (nucledtidos 835-1716 de GenBank: HM745932.1) se reemplaza por un gen que codifica una proteina
indicadora adecuada (es decir, eGFP o luciferasa). Un plasmido que codifica un segmento del genoma de tipo S en el
que el gen NSs se reemplaza por el gen eGFP se denomina pUC57-SFTS-S-eGFP. Similar a la mostrada para RVFV, la
introduccion de los segmentos del genoma SFTS-L y SFTS-S-eGFP en células adecuadas (por ejemplo, células BHK-
21) da como resultado células viables que mantienen estos segmentos del genoma.

El marco de lectura abierto completo del segmento del genoma M (M-ORF, nucledtidos 19-3240 de la secuencia de
GenBank HM745931.1) se introduce corriente abajo del promotor de CMV de pClneo. Las estirpes celulares estables se
producen al transfectar pClneo-SFTS-M-ORF en células BHK-21 y las células con plasmidos integrados se seleccionan
al cultivar en presencia de G-418.

Como alternativa, las células BHK-21 se proporcionan con las proteinas codificadas por SFF-M-ORF al infectar la célula
eucariota con un vector virico recombinante que transduce la poliproteina codificada por SFTS M-ORF- y se selecciona
una estirpe celular en la que el vector virico recombinante esta presente persistentemente sin provocar un efecto
citopatogénico manifiesto.

Las células que expresan las proteinas codificadas por SFTS M-ORF- se infectan con FP-T7 y, después de la
recuperacion, se transfectan con los plasmidos pUC57-SFTS-L y pUC57-SFTS-S o pUC57-SFTS-S-eGFP. Cuando se
requiere para una produccion eficiente, una construccién que codifica las glucoproteinas estructurales SFTS bajo el
control de un promotor de Polimerasa Il adecuado (tal como el promotor CAG en el plasmido pCAGGS) también se
transfecta o infecta para proporcionar las glucoproteinas estructurales de SFTS. Este procedimiento da como resultado
la produccion de particulas de replicon de SFTS del HB29 aislado que no contienen un segmento del genoma M de
SFTS.

El promotor T7 que se utiliza tiene la secuencia de nucleétidos: 5-TAATACGACTCACTATAG-3
La secuencia de ribozimas del HDV que se utiliza tiene la secuencia de nucledtidos 5-GGGTCGGCATGGCATCTCC-3.
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La secuencia del terminador T7 que se utiliza tiene la secuencia de nucledtidos: 5-
TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG-3

Se puede utilizar un método similar para producir particulas de replicén de otros aislados de SFTS.
Ejemplo 10

Inmunidad rapida contra RVFV en ovejas después de una Unica vacuna con la vacuna NSR
Materiales y métodos

Preparacion del virus de inoculaciéon

El virus RVFV que se utilizd para la inoculacion se rescaté a partir de ADNc (véase el Ejemplo 1 y Kortekaas et al. 2011.
J Virol. Aceptado para publicacién). El virus 35/74 recombinante (rec35/74) se titulo en células BHK-21 y el titulo se
determiné como la dosis 50 infecciosa de cultivo tisular (TCIDsp) utilizando el algoritmo Spearman-Karber (Ejemplo 1).
La secuencia completa de las secuencias del genoma L, M y S del aislado 35/74 se puede encontrar en GenBank bajo
los nimeros de acceso JF784386, JF784387 y JF784388, respectivamente.

2.2 Preparacion de las vacunas

El ectodominio de la proteina Gn (GneS3) se produjo a partir del vector de expresion de insectos pMT/BiP/V5-HisA
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). La secuencia que codifica el péptido de sefial de Gn auténtico se reemplazé por
una secuencia que codifica el péptido de sefial BiP, que especifica la secuencia de unién “GLSLG-RSLRSLAEDPH”, en
la que GLSLG denota el BiP, RSLRSL indica una secuencia del ligador y AEDPH el inicio del ectodominio de Gn. En el
plasmido pMT-GneS3, la secuencia de ectodominio Gn se fusioné a una secuencia que codifica un sitio de divisién de
FLAG-tag/enterocinasa (EK) combinado para facil deteccion y purificacion de la proteina monomérica (DYKDDDDK) y
tres Strep tags (WSHPQFEK) separadas por ligadores de glicina (GGGSGGGSGGGS), lo que resulta en la siguiente
secuencia:
(...YQCHTDPTGDYKDDDDKAGPGWSHPQFEKGGGSGGGSGGGSWSHPQFEKGGGSGGGSGGGSWSHPQFEK  en
la que las secuencias resultantes de los sitios de restriccion introducidos se indican en negrita. El sitio de division de
enteroquinasa se introdujo para permitir la eliminacion de la Strep-tag después de la purificacion

El ectodominio de Gn secretado se purifico a partir del sobrenadante de cultivo celular en virtud de su 3xStreptag de
terminal C utilizando Strep-Tactin Sefarosa de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (IBA, Gottingen,
Alemania). La proteina GneS3 se eluyd de las perlas lavadas con D-Destiobiotina 4 mM (IBA) y se concentro utilizando
un concentrador Amicon® Ultra-4 con un corte de masa molecular de 30 kDa (Millipore, Billerica, MA, EE. UU.). La
proteina, llamada GneS3, se formulé en adyuvante Stimune de agua en aceite (Prionics, Lelystad, Paises Bajos) hasta
una concentracion final de 20 pg/ml.

La produccion del NDFL-GnGc se reportd previamente (Kortekaas et al. 2010. Vaccine 28: 4394-4401). La vacuna OBP
es una vacuna RVFV inactivada disponible comercialmente (Onderstepoort Biological Products [OBP], Onderstepoort,
Sudafrica). Esta vacuna se compro a OBP y se administré de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las dosis
administradas y las rutas de vacunacion de las cuatro vacunas indicadas se representan en la Tabla 2.

Tabla 2. Ruta y dosis de vacunas

Vacuna Ruta Dosis Adyuvante

vacuna OBP Subcutanea De acuerdo con el protocolo del Gel de hidroxido de
fabricante aluminio

NDFL-GnGc Intramuscular 2.107 TCIDso Ninguno

NSR Intramuscular 107 TCIDso Ninguno

GneS3 Subcutanea 20 ug Stimune agua en aceite

2.3 Vacunacion e inoculacion

Se compraron treinta corderos de raza europea convencionales de una granja comercial de ovejas en los Paises Bajos
y se dividieron en cinco grupos. Los corderos fueron vacunados una vez a la edad de seis semanas (dia 0), como se
muestra en la Tabla 2. El dia 19 (dias post inoculacion [DPC] 0), todos los corderos se inocularon por la ruta
intraperitoneal con 10° TCIDso del RVFV rec35/74. Se recolectaron muestras de sangre con EDTA diariamente desde el
dia 19 (DPC 0) hasta el dia 26 (DPC 7) y nuevamente los dias 28, 30, 33, 35, 37 y 40 (DPC 9, 11, 14, 15, 17 y 20). Las
muestras de suero se recolectaron en los dias -7, 0, 7, 14 y diariamente desde el dia 19 (dia de la inoculacién) a 26
(DPC 7) y finalmente en los dias 33 (DPC 14) y 40 (DPC 20). Los pesos corporales se determinaron semanalmente, en
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DPI -7, -1, 6, 13, 18, 25, 32 y 39. Las temperaturas corporales rectales se determinaron diariamente comenzando el dia
17 (dos dias antes de la inoculacién) hasta el final del experimento.

2.4 ELISA y PCR en tiempo real cuantitativo

Se aislo ARN virico a partir de muestras de plasma utilizando el kit S de tejido de ADN QuickGene (DT-S, Fuji Photo
Film Europe GmbH, Dusseldorf, Alemania) con las siguientes modificaciones. La solucion de proteinasa K (EDT, kit DT-
S, 30 pl) y 3 pl de acido poliadenilico A (poliA 5 pg/ul, Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) Se agregaron a 250 yl de tampdn
de lisis (LDT, kit DT-S). De esta mezcla, se agregaron 250 pl a 300 pl de plasma. La mezcla se calent6 a 72°C durante
10 min en un bloque calefactor y se almacend a -20°C hasta un analisis posterior. El aislamiento del ARN se realizé
posteriormente utilizando el Workflow QG-Mini80 (Fuji Film). El lisado se mezclé con 350 pl de etanol al 99% antes de
cargarlo sobre la columna. Después de tres etapas de lavado con 750 pl de tampoén de lavado (WDT, kit DT-S), el ARN
se eluyo con 50 pl de tampon de elucion (CDT, kit DT-S). El material se almacené a -70°C hasta un analisis posterior.

Se utilizaron muestras de ARN (5 pl) para PCR en tiempo real con transcriptasa inversa Tagman cuantitativa (QRRT-
PCR). Se utilizé el Kit HybProbe de Amplificaciéon de ARN LightCycler (Roche, Almere, Paises Bajos) y se utilizaron
cebadores, sondas y condiciones de ciclizacion como se describid previamente (Drosten et al. 2002 J Clin Microbiol 40:
2323-2330).

2.5 Quimica clinica

La quimica clinica se realizd con suero recolectado el dia de la inoculacion (dia de estudio 19, DPC 0) y posteriormente
los dias 20-25 (DPC 1-6), y en los dias 32 (DPC 14) y 38 (DPC 21). El analisis enzimatico se realizd utilizando el
analizador Spotchem EZ SP-4430 (Menarini Diagnostics, Valkenswaard, Paises Bajos) utilizando tiras capaces de
detectar fosfatasa alcalina (ALP), alanina transaminasa (ALT), creatinina, glucosa, proteina total y urea.

El dia 0, se recolectaron muestras de sangre (n=30) y se utilizaron para definir los limites superior e inferior de los
parametros sanguineos. Los limites se establecieron en los promedios superiores y promedios inferiores mas dos veces
sus desviaciones estandar.

2.6 Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el andlisis de varianza de una via (ANOVA) con la prueba de comparacion
multiple de Bonferroni utilizando GraphPad Prism version 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.
UU.). Las diferencias estadisticas con p-valores <0.05 se consideraron significativas.

Resultados

Después de la aclimatacion durante una semana, todos los corderos se vacunaron como se representa en la Tabla 2.
En diferentes puntos de tiempo después de la vacunacion, los sitios de inyecciéon se inspeccionaron para detectar
posibles reacciones adversas. Estas inspecciones revelaron hinchazén leve a moderada en cuatro y cinco de seis
corderos vacunados con la vacuna OBP y GneS3, respectivamente. En los otros grupos, no se observaron reacciones
en el sitio de inyecciéon (Figura 13). No se observaron reacciones adversas en el sitio de inyeccion en corderos
vacunados con la vacuna NDV-GnGc o la vacuna NSR.

Después de la inoculacion, las temperaturas rectales en el grupo de control alcanzaron un maximo de 2 DPC (Figura
14). Las temperaturas rectales maximas y los dias totales de fiebre (temperatura corporal rectal =40.1°C) fueron
significativamente menores (p <0.0001) en todos los grupos vacunados, en comparacion con el grupo control.

La aparicion de viremia se determiné mediante qRRT-PCR sobre ARN aislado de muestras de plasma. Se detectaron
altos niveles de ARN virico en todos menos en uno de los animales de control no vacunados, alcanzando un maximo en
DPC 3 (Figura 15). Los niveles de ARN virico fueron significativamente menores en todos los grupos vacunados (p
<0.0001).

Los pesos corporales de los corderos se determinaron semanalmente. Los corderos en el grupo control no vacunado
mostraron pérdida de peso en las primeras dos semanas después de inoculacion (entre los dias 18-25). Se observo
cierta pérdida de peso, en un momento posterior (entre los dias 25-32), en cinco corderos vacunados con NDV-GnGc y
dos corderos vacunados con la vacuna NSR (Figura 16). Las diferencias entre los pesos corporales no fueron
estadisticamente significativas.

Para investigar la aparicién de dafio hepatico y renal, se realizaron analisis bioquimicos sobre muestras de suero
utilizando el analizador de quimica seca Spotchem EZ. La disfuncién hepatica se evalu6 mediante mediciones
secuenciales de concentraciones de fosfatasa alcalina (ALP), alanina transaminasa (ALT) y proteina total (TP) en suero
(Figura 17). Se supone que la concentracion total de proteinas representa principalmente los niveles de albumina. En
corderos no vacunados, los niveles de ALP y ALT aumentaron claramente en comparacion con los corderos vacunados.
Sin embargo, la significacion estadistica (p <0.05) solo se logré al comparar los niveles de ALP en el plasma obtenido
de corderos no vacunados (Simulado) y corderos vacunados con NDV-GnGc.
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Se midieron las concentraciones de nitrégeno ureico en sangre (BUN) y creatinina para evaluar la funcién renal. Los
niveles de BUN en el suero obtenido de corderos no vacunados fueron claramente superiores en promedio a los niveles
detectados en el suero de corderos vacunados (Figura 17).

Los niveles de creatinina en suero de corderos no vacunados fueron significativamente mayores en comparacion con los
niveles detectados en suero de corderos vacunados (vacuna OBP, p <0.0005; GneS3, p <0.005; NSR, p <0.005; NDV-
GnGc, p <0.05).

Un cordero en el grupo de control vacunado simulado sucumbid a la infeccion. En este cordero, los niveles de creatinina
alcanzaron su maximo en DPC 8 a un nivel de 582 ymol/l y los niveles de BUN alcanzaron un maximo de 30.6 mmol/l.
Esto sugiere fuertemente que este cordero murié por insuficiencia renal severa. La insuficiencia hepatica se revel6 por
un pico en la concentracion de ALT de 20 U/L.

Conclusiones

En este documento demostramos que una vacunacion Unica de ovejas con la vacuna NSR que no se propaga previene
la mortalidad y la morbilidad y reduce significativamente la viremia, la fiebre y los signos clinicos resultantes de una
inoculacion del RVFV. La eficacia de la vacuna NSR no difirié significativamente de las otras vacunas evaluadas en
nuestro estudio. La alta inmunogenicidad de la vacuna NSR explica que no se requiere el uso de adyuvantes. La
incapacidad de la vacuna NSR para propagarse del animal vacunado proporciona una seguridad 6ptima.

Ejemplo 11

Particulas de replicon del RVFV que producen NA multimérica soluble recombinante del virus de influenza 2009 A
(H1N1) de origen porcino pandémico.

La Seq S-CD5-OS-GCN4-NA (véase a continuacion) codifica un ectodominio de neuraminidasa soluble optimizado por
codon humano (aminoacidos NA 75 a 469) del virus de influenza A/California/04/2009 (H1N1). Esta secuencia se
sintetizd en GenScript Corporation. El gen NA esta precedido por una secuencia que codifica un péptido de sefial CD5
de terminal N que esta seguido por secuencias que codifican un OneSTrEP (OS) de terminal N que comprende un
motivo de purificacion y un motivo de tetramerizacion (GCN4-pLI; Bosch et al. Virol. 84: 10366-10374).

Para generar un vector que comprende CD5-OS-GCN4-NA, pUC57-S-MCS se digirié la secuencia de OS-GCN4-NA
digerida con Nhel y Xbal y Nhel/Xbal que se clono en este plasmido, produciendo pUC57-S-GCN4-NA. La secuencia de
CD?5 se introdujo posteriormente mediante hibridacion de los siguientes oligos:

Oligo CD5-3: 5'-
CATGCCCATGGGGTCTCTGCAACCGCTGGCCACCTTGTACCTGCTGGGGAT
GCTGGTCGCTTCCGTG-3

Oligo CD5-4: 5'-
CTAGCACGGAAGCGACCAGCATCCCCAGCAGGTACAAGGTGGCCAGCGGTT
GCAGAGACCCCATGGG-3

El ligador de CD5 se liga en pUC57-S-GCN4-NA digerido con Ncol/Nhel, produciendo pUC57-S-CD5-OS-GCN4-NA.

Se infectaron células BHK-GnGc con FP-T7. Después de la recuperacion, las células se transfectaron con pUC57-L,
pUC57-S-CD5-0S-GCN4-NA y pCAGGS-NSmGnGc, esencialmente como se ejemplifica en el Ejemplo 1. Después del
pasaje de las células, se repitid la transfeccion. Esta secuencia de eventos se repitid hasta que todas las células de la
monocapa expresaran la proteina CD5-OSGCN4-NA, segun lo determinado por IPMA. Se determind la cantidad de
GCN4-NA en el medio de cultivo de estas células. Para establecer altos niveles de proteinas NSmGnGc, se introdujo de
nuevo el plasmido pCAGGS-NSmGnGc en la estirpe celular, produciendo particulas de replicon que contienen el gen S-
CD5-0OS-GCN4-NA. Las particulas de replicon se utilizan para experimentos de vacunacioén/inoculacion en ratones para
establecer la eficacia protectora contra una inoculacion H1N1 letal.

Seq. S-CD5-0S-GCN4-NA

Los nucledtidos 1-69 (subrayados) codifican la secuencia CD5
Los nucledtidos 73-156 codifican el péptido OneSTrEP (OS)
Los nucledtidos 163-261 codifican el dominio GCN4

Los nucleodtidos 262-1449 codifican el ectodominio de NA
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Ejemplo 12.

Expresion de proteinas exdgenas a partir del genoma de NSR

Se produjeron estirpes celulares de replicon que expresan proteina de hemaglutinina soluble trimérica (sHA3) y proteina
de neuraminidasa soluble tetramérica (sNA4) del virus de influenza H1N1 esencialmente como se describe en el
Ejemplo 5 con las modificaciones representadas esquematicamente en la Figura 18. También se produjo una estirpe
celular de replicon que expresa la proteina eGFP junto con estos experimentos.

Se utilizé el analisis de citometria de flujo utilizando un anticuerpo especifico para la proteina N para determinar el
porcentaje de células que contienen ambos segmentos del genoma L y S (S-eGFP, S-sHA3 0 S-sNA4). La expresion de
la proteina N depende de la presencia de ambos segmentos del genoma L y S. La citometria de flujo demostré que el
96% de las células en las que se introdujeron los segmentos del genoma L y S-eGFP eran positivas para la expresion
de la proteina N en el pasaje 8 (Figura 19A, los resultados obtenidos del analisis de las células BHK-GnGc de control se
representan en la Figura 19D, E y F). El analisis de citometria de flujo de las células que contienen el segmento L y S-
CD5-HA-GCN4-ST (es decir, S-sHA3) demostrd que el 98% de las células eran positivas para la expresion de N (Figura
19B). El analisis de citometria de flujo de células que contienen el segmento L y S-CD5-OS-GCN4-NA (es decir, SsNA4)
demostré que el 98.5% de las células eran positivas para la expresion de N (Figura 19C).

Produccion de las proteinas sHA3 y sNA4 mediante las estirpes celulares de replicon

Se recolectd el medio de cultivo celular y se depur6 previamente mediante centrifugacion lenta. Las proteinas se
purificaron a partir del medio de cultivo utilizando columnas de flujo de gravedad Strep-Tactin Sefarosa de acuerdo con
las instrucciones de los fabricantes (IBA, Goéttingen, Alemania). Las fracciones eluidas se analizaron mediante geles de
poliacrilamida tefiidos con plata (Figura 20A) y transferencia Western utilizando Strep-Tactin conjugado con peroxidasa
de rabano picante (Strep-Tactin-HRP, IBA, Figura 20B).

El rendimiento de ambas proteinas se estimé en 1 mg/l de medio de cultivo (ensayo BCA, Pierce, Thermo Scientific,
Landsmeer, Paises Bajos). Los rendimientos de produccion de las proteinas sHA3 y sNA4 se determinaron de nuevo
después del pasaje 20 celular y se encontraron sin cambios.

La transfeccion de las estirpes celulares de replicon con el plasmido pCAGGS-NSmGnGc dio como resultado titulos de
NSR de 1073 TCIDso/ml de NSR-sHA3; y 108 TCIDso/ml de NSR-sNA,. Estas particulas se utilizaran como vacunas para el
control de la influenza.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2679968 T3

REIVINDICACIONES
1. Método para generar una particula de replicon de bunyavirus recombinante, el método comprende:
A) proporcionar una célula eucariota con medio de crecimiento;
B1) proporcionar polimerasa T7 en la célula eucariota,

B2) proporcionar proteinas Gn y Gc de bunyavirus, opcionalmente en combinaciéon con una o mas proteinas NSm,
denominadas colectivamente (NSm)GnGec, en la célula eucariota;

B3) proporcionar un vector en la célula eucariota que codifica un segmento del genoma L de bunyavirus, que se
flanquea por un promotor T7 y ADNc de una secuencia de ribozimas;

B4) proporcionar un vector en la célula eucariota que codifica por lo menos parte de un segmento del genoma S de
bunyavirus que comprende el gen N y las URT 3’y &, que se flanquean por un promotor T7 y ADNc de una secuencia
de ribozimas;

B5) con la condicion que, si se proporciona un segmento del genoma M de bunyavirus en la célula eucariota, un vector
se proporciona en la célula que codifica un segmento del genoma M de bunyavirus del cual la region de codificacion de
GnGc (i) no se expresa porque no se transcribe o no se traduce, o (ii) codifica una proteina Gn y Gc no activa, que se
flanquea por un promotor T7 y ADNc de una ribozima;

C) generar una particula de replicon de bunyavirus recombinante;
D) aislar la particula de replicon de bunyavirus recombinante del medio de crecimiento;

en la que la secuencia de las etapas B1, B2, B3, B4, B5 es aleatoria y todo o parte de estas etapas se puede realizar de
forma simultanea.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la polimerasa T7 se proporciona a la célula eucariota al infectar
la célula eucariota con un virus de la viruela aviar.

3. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la célula eucariota se proporciona con
proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus al infectar la célula eucariota con un paramixovirus recombinante que transduce
las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus.

4. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la célula eucariota se proporciona con
proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus al infectar la célula eucariota con un paramixovirus recombinante que transduce
las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus y seleccionar una célula en la que el paramixovirus recombinante se presenta
de forma persistente.

5. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en el que la célula eucariota se proporciona con
proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus al transfectar o infectar la célula eucariota con un vector de expresion que
proporciona expresion condicional de las proteinas (NSm)GnGc de bunyavirus.

6. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el segmento del genoma L de
bunyavirus y/o el segmento del genoma S comprende un gen exdgeno.

7. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que un gen exdgeno esta presente sobre un
segmento del minigenoma M, L o S.

8. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la célula eucariota es una célula de
mamifero, preferiblemente BHK-21.

9. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el bunyavirus es el virus de la fiebre del
Valle del Rift.

10. Una particula de replicon de bunyavirus recombinante, que comprende:
un segmento del genoma L de bunyavirus

un segmento del genoma S de bunyavirus o parte de un segmento del genoma S de bunyavirus que comprende por lo
menos el gen Ny las URT 3’y 5;

con la condicion de que, si esta presente un segmento del genoma M de bunyavirus, es un segmento del genoma M de
bunyavirus del cual la region de codificacion de GnGc (i) no se expresa porque no se transcribe o no se traduce, o (ii) no
codifica la proteina Gn y Gc activa.
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11. La particula de replicén de bunyavirus recombinante de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que el segmento del
genoma L de bunyavirus y/o el segmento del genoma S comprende un gen exégeno.

12. La particula de replicon de bunyavirus recombinante de acuerdo con la reivindicacion 10 o 11, en la que el
bunyavirus es el virus de la fiebre del Valle del Rift.

13. Método para producir una particula de replicon de bunyavirus, el método comprende
A) proporcionar una célula eucariota con medio de crecimiento;

B) proporcionar proteinas Gn y Gc de bunyavirus, opcionalmente en combinacidon con una o mas proteinas NSm, en la
célula eucariota;

C) infectar la célula eucariota con la particula de replicon de bunyavirus recombinante de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 10-12.

14. Una particula de replicon de bunyavirus recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-12,
para uso como un medicamento.

15. Una vacuna que comprende la particula de replicon de bunyavirus recombinante de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 10-12.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4 continuacion
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
A

TTOSAGCT G TACCAGORGAAGAGCC O CAATACGCAARC CRCCTCTCCCOSCR O T TGO OGATTCAT TAATGCAGGRGGAATCT
CRATCCOGOCARATTARTACGA CTCACTATRGACATAAAGG G CCCAATOATGOATTCTATATTATCARAA CAGCTGOT TAACAAG
ACTOOTT T T TAAG TO CCAAT CAAD CATTATOACTO TACAA TOCTAA CTCTOO CACT COCAACATTTOATOTCTCCAMGATOAT
ACATACAATTACCATACACTTCAATTTAGACGACATACAARGAGCATCTGAAATAGOCTCAACTTTOCTACCCTCTATOTCAGATAG
ATCTOGAASATATOGCCAATT T TOTTCACGATTTCACCTTTO0CCACT TAGCTOACAAGACTEACAGACT CTTAATGOGTGAGTTT

AAGCAACATOT TAAGCCTAACTATT T TOTATTAAA COACTACTAGGTTCTOOGATTTTCT TR CTOATCARAGCCTACTT CCAGCAR
ANGCCATATATTCOTGTCTIT TG CAAT TAAGCGCTCT TG CT G0 OCTTTGATCTCTCCACTTCCAGOGTTTTCAAACCCTACATAG
ATGCCGGOGAT CTOTTAGTIACTGACTTTGT I T CTTACAMACTAAGTAAGCTTACCAACCT CTGCAAGTOCGTTTOGTTANT GGAA
ToCTCCTTCTCAT TI TGGGCAGAGECATTTROGATT CCAMG CTGGAACT T TGT TAGTGACT TG TTCAGATCTTCAGACT CTGCAGE
AATOOATOCCTCATACATOO0OCAAMCTCTCTTTATTAA CCOTT T TOQAAIACAAA SCAACANCTAARIAD TTACAIACTATTAOC AN
COCCCCCAOARN AAOTTTCCCARGOTTCTCAOD

GETOOCCATTGATCAT TAGGOOATGT TCAATOTT TACCAGGAARAGGATGATGATGAATTTGAATTATCTTAAGATCCTGGATGAET
CATCGAGASCTTGATATTAGAGATGACTTIGTGATFEATCT CTTCAAAGCTTAT CAT GO TEGNGECAGARGTTCCATGGGCTTITTAMN
GRFOTAAAMCATATCTGORAAACCACGACAGGOATAATGCAGGA0ATATTGCATTATACTTCCTCATTATTACACACCATT CATCAMG
AATACATCCOOTCCT TOT CCTTTAAMMATATT CANCCTAAAGOT TOCTCCTAAQATAASCAAMA GCCTOOT TTETAACAT AATACAN
GAATCAOATIATAOTAGCATOCT AATCAGCTTCCCASCTAATAACAAGANGOTTCTCACCAOATACARRATAACOOCMICCATATA
CTTCCOAATIAAOAAGIASCTOOOAITATACCTTOCCAT CTACCOCTCAGAIAMI TCCACAGCAAR CACAIATTTTOTAATAARAT
ACAATTCTGAATTTTATTTCCACACCCAGCATCTTAGACCRACGATCAGGTCEATTRGCAGCATGT TGCAGC CTGO CAGARGTOGRA
ACACTAGTAGCCCROCAGGAAGAGGCCT CTAAT CTAATGACTTCAGTTACTGAGGRGRGTCROTCATTCTCCTTAGC TG CARTGAT
TCAGCAAGCTCAG TG CACTCTCCATTACA TG CTAATGGE CATGOGAGTGTCTGAGCTATTCTTAGAGTATAAGAAGGCAGTGCTGA
AGTEEAATGACCC TR T CTEGO T TICTICCTGCT IGACAAT CCTTATGOGTGCGGETTGOENGGTTITAGATTTAATCTCTTCARA.
GUCATCACCAGAACTRATTIGCAGARACCTATATGCT TTI CTT CATGANGANGTTT.

AGTCTOTAAAGTCATGOCCTCAGCTATATACTTCTTAT CAGCARCAATTT TTAOAAACACTOOACGCCCTAAITTCAMCTTCTTAG
AGGATTCCAAGTRACAGCTTGC TACAAARAGATGGCCGCATATTCTRGCT T TCATGGTTTCARTGATATGGRAGCCAGARGATATATTA
T T AT T CGAACATTOAGGAATTAGAAT CACTOCATTCTATAGTTTACAACAAGGGAGAAATAGACATCATCCCARGRGTTAR
TATCAGOGATGCAACCCAAACCARRETCACTATCTT TAATRAGCAGAAGACCC TC COAACATCTCCAGAGAAGTTRGTOTCAGATA

AGTEETTOFFEACTCAGAAGACTAGEATAGFCAAMA CAACTTTCCTRFCTGAN AMAGRAAATTGTGAAGTGETTG
GAASACACTCCACAAGCAACT CTASCTCACACT COACTGAATAACCATATTCAGS! TOOAAMGCAM
GOCTAGAACGETTACAATAACAGANG AGCAAGATAGCTATOGTTATCOGTGACAATTTCT
CCOOQATOOCCATCTTAGASOTATAQRAIN AOTOTATCAGCTOAAATCCTCALMGCACTTTCTATTC

AGATOGGAGC CGGAACAGTOOO TRRATTCATCAAGAGACAACAGTC TAAGGTTGTGCARAATARAGTGOTCTATTATGGAGTTGGG
ATCTOGAGAGGCTTCATOGATOGATATCAGG TCCATCTTGAGATAGAAAA TGACA TAGGACAG COCCCAAGGCTTAGGAATGTCAC
AACTAACTETCAGAGCAGCCCATGEEAT CTERAGTOT CC CAATAAGGCACTGERCAGAACACAT GGG TCACARA CAMC CAGSATT
ATTCCT CTARATCTAGCAGAGGAGCTACATATTEEATECATTCATT TACGATECAAGEAC O CAGCARMGCCATTTGEATEOCCAGTT
TATATTATTAAGGOTGACATGT CAGATOTTATCAGACTGASAAAAGAGGAGGTOOAGATGANAGTACGOGGCT CTACTCTCAACTT
OTACACTAAGCACCATTCTCATCARGACTTACACATTT TAT CTTACACTACATCAGACAATAATCTCAOTCCAGOCATTTTCAROT
CAATATCAIATOADGAAGTAGCT CAAGCOCTOCATTTATTTAASASGAAG COAAICAA CTOCTOOGTAAGA TOTAAG TCTATAGET
COAMAATTCATATCAGCOATCCTTGAGATATGTAASOGGANGAGACAGAT AAMAGAAA TCANC AAAAC CAGACTCTCAGAGATTAT
AR AT T G T I TRAA T CT T OO CTARAGA T CARA T G AT CTATG T T CTCAT TTATCGCCAA TG T TRAGGAGGCCCATGATAT TG
ATTATGA TGO T TAATGGAT CTAAT GATAGAAGATGCTAAGAA CAATGCATTCAGTCATGT TG TCOAT TACATAGAGTTGGATGTT
AATOOTCCTTACGAGATOGAGTCTTTTOATACAT CTOATET CAACCTCT T TOGGCCAGCCCAT TACAAGGACATCAGTTCATTATE
TAT AT T T AT O T TAA T A TAR S TTT T T GAT TATECCATT TCCAAGATGRGEACA GO CTOASTTAGARAM G TTCTAGAGA
CARAGTORETECTCTAGCAAAGACTATATTTATCAAAGETT CTCTTCACGAACTCTACAGAGACCAGAAGAGAZCATTAGGATAGAT
GATCTGGAGTTATATGAGGAGACAGA TG TRGCOGATGACATGCTABGCTAAGA CCAA TAAGCAAAG TOAGS CT TAGA TTTASSGAT
ACTACGCTASTA T ToCAA T LA T e T o T T T A TAC TASCA TASTECTACAA TA TTECS R T TTTC TE TGS TOOGCATOG R
T AT O T OO aa T OO A O CTEOC AT OO ARG A GG A CE T T CCACT OO GA TOCC TAMASOAROAC CTORATCOCGACTAL
TAACAARAGC CCGARAGGAAGC TGAGT TGO TGO TGO CAC CRCTGAGC AR T AAC TAGCA TAA CCCC T TRGREOT T foan CLGETCT
A T T T T T e TrAARREARERARCTATAT CORGAT R AR A TOC T T T AT CAGA T O PO T AC GO GLRA R CATOC T RLRCOGRRC
GTCGACAMGCTTGGOGTAAT
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Figura 7
B

GAATTCAGCEGAAGAGCGOCCAATA CGCAARCOG CCTCTOCCOGOGOG TTOG COGATTCAT TAATGCAGGGIGATCTOGATOOOGT

CTCATTTGCCTOTATGTAGCAT TAT CAATTGGGCTCT T T TTCCTTCTTATATATCTTGGAAGAA CAGGCCT CTCTAMATGTGGCT
TOCTOCCACCARIAAA G CCT CATADA T CAS TA S T TAGAA C CAA TATATAGAAA TAASTAAACATAAGCAAATCTAATTATGTAA
ATAT T TACAGA T GG e T CAAA L TA T T e GATA T CAAS T T TAGAA T CTTC TACAATASTACT T TAGATGTAAGC TTAGTTGTAATT
R T R N R TG A G G A AT A T e T CAA S TACA T S T A TAT T CTAC T TAAT S TCAATE TCTT T TR CCACGATTAGCTARGA

mmmmmwnwmmmmm
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Figura 7
C

GRAT T GAT CCAATAGC FRARGAGC G T CAATACRCARA OO CTCTCCC OGO G oG T TG CCRATTCAT TAATECAGGEEGATCTC
GATCOOGOGAAN TR AT, A CAAACAC O O e TAG T T TAT CAAC TATATCATGGATTACTTI CCTGTGATA
ACATTAGAGSTGATGOTCCTCCCAGGATACCTTATTI CTATGGT

CATACTGCTTTAAGASTTOGATAACCCTACGGGCATCAAAT CCTTAATAAGCARACT CTCGGACCCACTGTTCAATCTCATTGO0S
TCCACTOCTTGAGCAGCAM CTOGATCOCAMGCTCTTOATAGT TATCOAT TAT TS TAATAG T T T TG TATCTCTAGGGAGCTTTST
GTREETORGCATGC AT CTCCACCTCCTOG0GG TOOGACCTOOGCATCOGANGGACEACE TCS TCCACTCOGATGCCTAMGGGAGA,
GCTOGGATCOGGE TG TARC AAAG O O AAAGGANGCTGAS TTGGC TGO TG CACOGCTGAGCAATAA CTAGCATARCCOCTTONS

CTATATCOCCATORAGA TOCTCTAGCCAGATCCTCTACGOD0G
ACGCATOGTGGOCRGCCCAATATCTAGA
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Figura 7
D

TCTRGAGRAATTAATACGRCTCACTATACACACAAAGCTOCCTAGAGATACAAACACTATTACAATAATGGACACTAT CAAGAGC
TTGCCGATCCAGTTTOCTOGCTCAAGCAGTGCACCGCAATCACGATTGAACAGTAGGAGTCCOGAGACTTTGCTTATCAAGOATTTGATGCC
CGTAGGGTTATCGAACTCTTAAAGCAGTATGGTGGGGCTGACTGGGAGAAGGATGCCAAGAAMATGATTGTTCTGGCTCTGACTCG
TGGCAACAAGCCCOGGAGGATGATGATGAAAATGTCGARAGAAGGCAAAGCAACTGTGGAGGCTCTCATCAACAAGTATAAGCTAA
AGGAGGGGAATCCTTCCCGGGATGAGTTGACTCTATCACGAGTTGCTGCTGCCCTGGCTGGCTGGACTTGCCAGGCTTTGGTOGTC
TTGAGTGAGTGGCTTCCTGTCACTGGGACCACCATGGATGGCCTATCCCCTGCATACCCAAGGCATATGATGCACCCCAGCTTTGC
TGGCATGGTGGACCCTTCTCTACCAGAAGACTATCTAAGGGCAATATTGGATGCTCACTCTCTGTATCTGCTGCAGTTCTCCOGGSE
TCATCAACCCAAACCTCCGAGGTAGAACAAAGOAGAAGGTTGCCAGCAACGTTCACGCAGCCAATOAATGCAGCAGTGAATAGCAAC
TTTATAAGCCATGAGAAGAGGAGAGAATT CTTGAMGCTTTTGGGCTTGTGGATT CCAATGGGAAGCCGTCAGCAGCTGTCATGGC
AGCTGCTCAGGCGTACAAGACAGCAGCCTAA GTGECTGCOCAGGGETTTGGECAAAAGGGGETGETTGGGETTACGETOGGGATTG
GEGGTGGEEEGTGGGGCAGCCTTAATCTTCAACAGATATCACAGGAAAGTAT CCAT GATATACT TGATAAGCACTAGGGGGTCTT
IGe TG TGGETCGGCATGECATCTCeACCTCCTCGOGGETCOGACCTGGGCATCOGAAGGAGGACGTCGTCCACTCOGGATGGCTAMNGGG
AGAGCTCGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCOGARAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTT

CTGAARGGAGGAACTATATCOGGATCGAGATCCTCTAGCCAGATCCTCTACGC
CGGACGCATCGTGGCCGGOGGGCCC

Figura 7
E

TAATACGACTCACTATAGACACAAAGCTCOCTAGAGATACAAACACTATTACAATAATGGACAACTATCAAGAGCTTGCGATCCAG
TTTGCTGCTCAAGCAGTGGACCGCAATGAGATTGAACAGTGGATCCGAGAGTTTGCTTATCAAGCATTTGATCCCCGTAGGGTTAT
CGAMACTCTTAAAGCAGTATGGTGGGGCTGACTGGGAGAAGGATGCCAAGAAMATGATTGTTCTGGCTCTGACTCGTGGCAACAAGC
CCCGGAGGATGATAGATGAAAATGTCGAAAGAAGGCAAAGCAACTGTGGAGGCTCTCATCAACAAGTATAAGCTAAAGGAGGGGAAT
CCTTCCCGGGATGAGTTGACTCTATCACGAGTTGCTGCTGCCCTGGCTGGCTGGACTTGCCAGGCTTTGGTOGTCTTGAGTGAGTG
GCTTCCTGTCACTGGGACCACCATGGATGOCCTATCCCCTGCATACCCAAGOCATATGATGCACCCCAGCTTTGCTGGCATGGTGE
ACCCTTCTCTACCAGAAGACTATCTAAGGGCAATATTGGATGCTCACTCTCTGTATCTGCTGCAGTTCTCCOGGATCATCAACCCA
AACCTCCGAGGTAGAACAAAGGAGGAGGTTGCCGCAACGTTCACGCAGCCAATGAATGCAGCAGTGAATAGCAACTTTATAAGCCA
TGAGAAGAGGAGAGAATTCTTGAAAGCTTTTGGGCTTGTGGATTCCAATGGGAAGCCGTCAGCAGCTGTCATGGCAGCTGCTCAGG
CATACARGACAGCAGCCTAA G T e T e O A GG e T T TG GAAAAGGGEETECTTEEEGTTACGETCGEGATTCEGEETGEECEE
THGGGCAGCCTTAATCTCTAAT CAACCTCAACAAATCCATCGTCATCACTCTCTTCCTCTGATTCTATCTCAACATCTGGGATTGG
AGGAACAACTGGAACCCAGTTGTTTCTCCCCATCATGCTAGGGAGTGATGAGCGCAGCATCAAGCTCTCCTCCATAAGAGCAATGA
GAGCTGAGTTTGGAACTACAGCATTAGAAATATCCTCTCTTGCTGCCTGCAGGAGCCGAACACACTGAACATGAGCAACCTCATAC
ATGAGATCAAAGCCTGGCAACAGGCACAAGTCAATCCCTCTGAGAATAGCCTCGGTCACTATCATCCTGTGTAAGCCAACAAAGGA
GTCCTCCAGATCATTGGTAATCTTGCAGCTCCTCATTGCTAGAGTAGCAATCTGGTCCCTTCTAATATCATCAGACCTATGCACTC
TGGTGGAGCTTAGGTCAAAGAAAGCCAGGGAGGGTTICTCCAAGAGGCCAGGATATGGCTTCTTTCAGATTGGGGAACCTTGTGAAA
TCACTAAGAGTCATATGGCCTATTAGATCAATAAGTCTCTGAAAAGGCTTTGCTGGTGGAGGTGCAACGTTTGATACAAAGTCTCC
AAGTCCGACTCGGTATGGGAATTCTCCGACATTGTAGAAAT CAGAGAATCGCAAGCGAACCTCGTGACTAGGACGATGGTGCATGA
GAAAGACACAACAGGGCCCAACCATAGAATAAGGTATCCTGGGAGGACCATCACCTCTAATGTACTCCACTGACACAACACGACGA
CCACTCTGCAMTCAACAGATATCACAGGAAAGTAATCCAT GATATACTTGATAAGCACTAGGGGGTCTTTGTGTGGGTOGGCATS
AT CT CCACCTCCT RO TCCGACCTGOGCATCCGAAGGAGGACGTCGTCCACTCGGATGGCTARGGGAGAGCTOGGATCOGGC
TGCTARCRAAAGCCOGARAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATARCCCCTTGEGSGCCTCTARAACGSS

ICTIGAGCGGTITITIC
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Figura 7
F

GG TACCTOGCGAATGCAT TAGAGAAA T T ARTACGACTCACTATAGACACAAAGCTCOC TAGAGATACAAACACTATTACAATANTG
GACARCTAT CARGAGCTTGCOATCCAGTTTOC TG CTCAAGCASTOGACCOCAATGAGATTGAARCASTGOGTCCGAGAGTTTGCTTA
TCAAGGATITGATGCCCETAGGETTAT CGAACT CTTAAMGCAGTATGETGOGECTGACTGEEAGAMGGATGCCAAGAAMATGATTS
TTCTGGCTCTGACTOOTGGCAACANGCCCOOGAGOATGATOATGAAM TG TCOAANGAAGGCAARGCAACTGTGOAGGCTCTCATC
AACAAGTATAAGCTAAAGGAGGGAAAT CCTTCCCGGEATGAGTTGACTCTATCACGAGTTGCTGCTOOCCTGECTOGC TGGACTTS
COAGGCTTIGGTCAT T TGAGTGAGT GG CTTCCTGTCACTGGGACCACTATGOATGGCCTATCCCCTGCATACCCAAGGCATATAA
TGCACCCCAGCTITGCTGGCATGGTGGACCCTTCTCTACCAGAMGACTATCTAAGGGCAATATTGGATGCTCACTCTCTGTATCTG
CTOCAGTTCTCCCOGGTCATCAACCCARACCTCOGAGGTAGAACAAMGGAGIAGETTGCCGCAACGTTCACGCAGC CAATGAATGC
AGCAGTGAATAGCAACTTTATAAGCCATGAGAAGAGGAGAGAATTCTTGAAAGCTTITGGGCTTGTGGATTCCAATGGGAAGCOGT
CAGCAGCTOT CATGGCAGCTGCT CAGGCATACAAGACASCAGC CTAM G T GG T O CCAGGEGTTTCGGCAAAACCCEE TG TTGEE
ST TAC G T GG GAT TG ee e e T e A G T GG G A e T TAAT CTTCTAGATTACTTETACAGCT CGTCCATGCOGTAMGTEGATCCC

CAGCTTGTGCCCCAGGATGTTGCCGT CCTCCTTAAGT COATGCCCTTCAGC T CAATGCGGTT CACCAGGGTATCGCCCTCGAACT
TCACCTOGGCEOEEGTCTTETAGT G CCGTCGTCCT TRAAGAAGATGETGOGCT CCTGGACGTAGCCTTCGGECATGGOGEACTTE
AAGAAGTOOTGCTACTTCATGTGATCGGGOTAGCOGCTOARGCACTGCACGC COTAGGTCAGIGTOATCACGAGIGTGEGCCAGOT
CACGGGCAGCTTOCCOOTEETGCAGATGAACTTCAGGETCAGCTTGCCGTAGGTEECAT CGCCCTCOCCCTORCCOGACACGCTGA
ACTTGTGGCCRTTCACGTCRCCATOCAGCTCAAC CAGGATGGGCACCACCOCGATAAACAGCT CCTCRCCCTTGCTCACCAT L CA
TATAC T PEATAAGCAC TAGGE GG TC T T TE TG TRGGT CGECATGGCATCTCCACCTOCTOGOGETCOGACCTGEGCATOCGANGGAS
GAWWAWWWWWMMGWWMWCWMWMMW
GCTGRAGCAATAMCTE £ ]

Figura 7
G

GAATTCGARA T AATACGACTCACTATAGACACAAAGACCGGTGCAACT TCAAAGAG T TAGT T TAATT CCCAGCTAATCT GG CAAA
AGACATTCACATTAACTACAATATCCACA TG TACT TEAGAC TAC TG C TGO TCACCOCACCACCCCAAATTACAACTAAG CTTACA
TCTAAAG TACTAT TS TACAAGA T IC TAAACT TG GATA TCCCAA TAG T T TGACCCATC TG TACAATATT TACATAATTAGATTTGET
TATGT T TACT TAT TT O TATATAT TG T T TACAC G TACTGA TT CTAGAG COCOTAGCACGTAACTAGTAMICTTOATAT CTCOAGS
Ca0GCoAGCTA00GCCaCTAAT T OGaTACCCGGAATCCTTOCTCACCATAG TTAATGCACOSTETTTS TG
SO T T G OGE T G A O T aG O A T CG AN S A DG TOE T OO AT OGS ATECCT AL S SE MG CTOGGAT OO GEOTGET
AR CARRAGCCCGARAGGARGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAR T ARC TAGCATARC COCTTIGEGCCTCTARACGGRETCTT
TRTATCOGGAT CGAGATCCTCTAGC CAGATCCTCTACGCORGACGCATCOTGGCCGG0S
TCGACTGOCTGCAG

Figura 7
H

TAAT AR T AT TR TARACACAAAGAC O T CAAC T TCAAAGAG T TAG TT TAATTCCCAGCTAATCTGG CAAAAGACATTCACA
I AAC TAGAA TAT CCACA TG TAC T TGAGACTAC T GC TGO T CACCCCACCAC O CCAAA T TACAACTAAG CTTACATCTAAAGTACT
AT TACAAGATTCTAAA T T G GATAT OO CAA TAGT T TGAC O CAT C TG TACAATATT TACATAATTAGATTTGCTTATGTTTACTT
ATTTCTATATAT TG T T TACAC G TAC TGATT CTAGATTACT TGTACAGCTCOTCCATGCCGTGAGTGATCCOGGCGGCEGTCACT

GCTTCATCTGETCOGOOTAGCGOCTAAAGCACTGCACGCOOTAGGTCAGGOTOGTCACGAGGGTOGOCCAGRACACOOOCAGCTTS
COGGTGOTGCAGATGARACTT CAGGGT CAGCTTGCOGTAGGTGGCATCGCCCT CGCCCTOGCOGGACACGCTGAACT TGTGGCOTTT
CACGTCGCCATCCAGCT CGACCAGGATGGGCACCACCCCOGTGRACAGCTCOCTCGCCCTTGCTCACCATGG TTAATHRCACCGTCTT
TETGTGEETCGGCATGECATCTCE
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Figura 7
I

GAATTOGCTCTTCARGCACCACCATGGCCGGAATCGCCATGACAGTGTTGCCTGCACTGGCCGTGTTTGCTTTGGCTCCCGTGGTG
TTTGCTGAAGACCCOCACCTGCGCAACCOGTCCTGGCAAGGGCCACAACTATATTGACGGCATGACCCAGGAAGACGCTACATGTAA
GCCGGTGACATATGCTGGOGCCTGCTCTAGCTTCGACGTGCTCCTGCAAAAGGGAAAATTCCCACTGTTTCAGTCCTATGCTCATC
ACCGCACCCTGCTOCAGCCCGTCCACGACACAATTATCGCAAAGGCCGATCCCCCTAGCTGOGACCTGCAGAGCGCCCATGGCAAC
CCGTGCATGAAAGAGARACTGGTGATGAAAMCACATTGCCCGAATGACTACCAGTCTGCACACTATCTCAACAATGACGGCAAGAT
GOCTTCCGTGAAATGCCCACCAAAGTACCAACTGACCGAGGATTGTAACTTTTGCCGCCAGATGACGGGCGCAAGTCTTAAGANGG
GTAGTTACCCTCTGCAGGACCTGTTTTGTCAGTCCTCAGAGGACGACGGCAGCAAGCTCAAMM CTAAAATGAAGGGCGTGTGCGAG
GTGGGTGTGCAAGCCCTTAAAAAGTGCGACGGCCAGCTCTCCACCGCCCACGAAGTGGTCCCTTTTGCTGTTTTTAAGAATAGCAR
GAAGGTGTACCTCGACARACTGGATCTGAAAACTGARGARAACCTGCTTICCTGATAGTTTCGTGTGCTTCGAGCACARAGGCCAGT
ACAAGGGTACCATOOACTCCAGGTCAGACCAAACGCCACCTGAMATCCTTCGACATTTCCCAGTGCCCCAAGATCGGAGCACACGGA
AGCAAGAAATGCACCGGCGACGCOGCCTTCTIGTAGCGCCTACGAATGCACTGCCCAATATGCCAACGCTTATTGCTCTCACGCCAA
CAGTTCTGGCGTGATGCAGATTCAGGTGTCCGGCATCTGGAAGAAGCCGTTGTGTATGGGCTATGAACGCGTGGTGATGAAGCGGA
AGTTGAGCGCTAAGCCCATCCAGOGTGTGGAGCCATGCACCACCTGCATCACAAAGTGTGAACCACACGGTCTGGTGGTGAGGTCT
ACCGGATTTAAGATTAGCTCTGCAGTCGCCTGTECAAGTGGCGTGTGTGTCACTGECTCACAGAGTCCCTCAACGGAAATCACTTT
GAAGTATCCCGGCATCAGCCAAAGCTCTGGAGGCGATATCGGCGTCCATATGGCCCACGACGACCAGAGCGTGAGCTCAAAGATTG
TTGCCCACTGCCCCCCGCAGGACCCTTGCCTTGTGCACGGCTGCATTGTGTGCGCCCACGGATTGATTAACTACCAATGCCACACT
GCACTCAGCGCCTTTGTCGTGGTTTTTGTGTTTTCTTCCGTTGCAATCATTTGCCTGGCCATCCTGTACAAAGTCCTCAAATGCCT
CAAAATTGCCCCTACCAACCTCCTCCACCOUTTCATCTCCATTACCGCTCTTCATCCCATCGCTCTATAAGAAGATCOTCCCAAGGT
TGGCAGATAACATTAACCAGGTGAACAGAGAGATAGGATGGATGGAAGGTGGCCAGTTGGCACTTGGTAACCCTGCCCCCATCCCT
CAACACGCCCCCATTCCGAGATATAGCACCTACCTCATGCTGCTTCTGATCGTGAGCTACGCATCCGCCTGCAGCGAGCTGATTCA
GGCCAGCAGTAGAATCACGACGTGCAGTACAGAAGGAGTGAACACCAAATGCCGCCTGTCCGEGAACCGCCCTGATTCGCGCCGGET
CCATCGGOGCCAAGGCCTGTCTCATGCTCAAGGGCGTGAAGGAGAGACCAGACCAAATTCCTGAAGATCAAGACTGTTTCATCTGAA
CTCTCATGTCGGGAGGGACAGTCCTACTGGACAGGTAGCTTCAGTCCAAAGTGTCTTTCCTCCCGTCGCTGTCACCTGGTCGGGGA
ATGTCATGTGAATAGGTGTCTIGTCATGGCGCGACARCGAGACTTCCGCCGAATTTTCTTTCGTGGGTGAATCCACCACCATGCOGGG
AAAATAAATGTITCGAACAGTGCGGCGGCTGGGGETTGTGGCTGCTICAACGTGAACCCGTCTTGCCTCTTTIGTTCATACCTATCTG
CAATCTGTGCOCAAGCAAGCTCTOCGCOTTTTTAATTGTATCGACTGGGTGCATAAGCTCACATTOGAAATCACAGATTTTGACGG
CTCCGTCAGCACCATCGACCTGGGAGCTTCTTCATCACGATTTACAAACTGGGGTAGCGTGAGTCTCTCCCTGGATGCCGAAGGTA
TTTCAGGCAGCAACAGTTTTAGTTTCATCGAATCCCCTGGCAAGGGTTATGCCATCGTGGACGAACCTTTCTCCGAGATCCCAAGG
CAGGGCTTCCTTGGAGAGATCAGGTGCAACTCAGAAAGCTCCGTGTTGAGTGCTCATGAGAGTTGTCTGAGGGCCCCGAACCTGAT
CTCCTATAAGCCCATGATTGACCAGCTTGAGTGCACAACAAATCTTATAGATCCCTTCGTCGTGTTTGAAAGAGGCTCCCTCCCCC
AGACCCGCAACGACAAGACGTTCGCAGCTTCTAAGGGCAACCGTGGAGTCCAGGCCTTTAGCAAGGGTTCCGTGCAGGCCGACCTG
ACATTGATGTTCGATAACTTCOAGGTGCATTTCGTCGGAGCCAGCTETCTCCTGCGATGCAGCATTTCTGAATCTGACTGGCTGCTA
TAGTTGCAATGCTGGAGCACGCGTGTGCCTGAGCATTACCTCCACTGGTACAGGTACCCTGTCCGCCCACAATAAAGATGGAAGTC
TTCACATCGTGCTAGCCTAGCGAGAACGGCACAAAGGACCAATGTCAGATTCTGCACTTTACCGTGCCCGAGGTGGAGAAAGAGTTC
ATGTACTCCTGTGATGGCGATGAGAGGCCTCTGCTGGTCAAGGGCACTCTCATCGCCATTGACCCTTTTGATGACAGACGCGAGGT
TGGCGGAGAGAGCACTGTCGTTAACCCARAGAGCGGCTCTTGGAATTTCTTTGACTGGTTCAGCGGACTCATGTCCTGGTTTGGAG
GCCCACTCAAGACGATTCTCCTGAT CTGCCTGTACGTGGCTCTGAGTATCGGACTCTTCTTCCTCCTGATCTATCTCGGARAGAACT
GGCTTGTCAAAAATGTGGCTGGCOGCTACAAAGAAAGCCAGTTAAGCTCTTCCTCAGCGGCOGE
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Figura 7
J

AAT TR CCATGTATGT T TTACTAACAATTCTAATCACGGTTCTOOTO TG TAAGOCGOTTATTAGAGTGTCTCTARGTTCCACAAG
AGAAGRCACCTOCTTTOOTGACTACACCARCCCACAGATAATTGARGEACCTTCOGATTCACT CAGAGAGOAGCGAGATOCCAGAGD
AGCTCTCCTGTTCCATATCAGGCATAAGGGAGETCAAAA CCTCAAGCCAGEAATTATATAGGG CATTARRAGCCATCATTGCTGCT
AR TG T T AAC AR AT CAC TGO A T e T AR GO AT CCTGACGGAT AR GATTT CTCTCOTARAGGETOCTCCTCACARRAAGCGGET
GEERATAGTTCGGTETCGAGAGACGARGAGACGCTAAGCAAATAGGAAGAGAM CCATGECAGGGATTGCAATGACAGTCCTTCCAG
CCTTAGCAGTITTTOCT I TGGCACCTOTTGT TTT TG CTARAAGACCCT CAT CTCAGAAACAGAC CAGOOARGOGGCACAACTACATT
GACGGGATGACTCAGGAGEACGCCACATG CAM CCTGTGACATATGCT GGG CTTGTAGCAGTTTTGATGT CTTGCTCOAARNGGS
ARMATTCCCCCTCTT CCAGTCOTATGCCCAT CACAGARCCCTACTAGAAGCAGTTCACGACACCATCATTG CAAMAGGCTGATCCAC
CTAGCTGTGACCTTCAGAGTGCTCATGGGAATCCCTGCATGAAGGAGARACTCOTGATGARAGACACACTGTCCAAATGACTACCAG
TCAGCTCATTACCTCAACAATGACGGGARARATGGCT TCAGTCAAGTOCCCTCCTAAATATGAGCTCACTGAGGACTAGCAATTTITS
CAGGCAGATGACAGGTGCTAGC T TGAAGAAGGGGTCTTATCCTCTTCAGGACTTATTTTGTCAGT CAAGTGAGGATGATGGATCAA
AATTARAAACAARMATGAAAGGOATCTOCGAAGTOGGOOTT CAAGCACT CAARAAAGTOTGATGGCCARCT CAGCACTGCACATGAG
GTTOTOGCCCTTITOCAGTATTTAAGAACT CAAAGAAGGTTTATCTTOATAAGCTTOACCTCARGACTOAGOAAMATCTOTTOCCAGA
CTOATTTGTCTGCTTCGAGCATAMGGEACAGTATARAGGAACAATGGACT CTGGTCAGACCAAGAGGEAGCTCAAMRGCTTTGATA
TCTCTCAGTGCCCCAAGATTGGAGGRACATGGTAGCAAGAAGTGCACTRRGAACOCAGCTTTITGCTCTGCTTATGAGTOCACTGCT
CRATACG CCAATGCTTAT TG T TCACATG CTAAT GGG TCAGGAGTTOTACAGATACARGTAT COGEGGTCTGAAAGARGCCTTTGTG
ToOT e TATOASACSSOTOOTTO TOAAGACGAAACT CT CTACTAAGC CCATCCACACADOTTOAGCCTTOCACAACTTOTATAACCA
AN TG T GAGC O T CACGEA T TG T T AT CCGAT CAACAGG TTTCAAGATAT CATCTGCAGTTGCTTGTGCTAGCGEAGTTTGCGTTACA
GOATCGCAGAGCCCTTCTACCAAGATTACACTCAAGTAT CCAGGAATAT CCCAGTCCTCT GGG G30GACATAGGGATT CACATAGC
ACATGATGATCAGTCAGTTAGCTCOAAAATAGTAGCTCACTGCCCTCOOCAGGATCOATGCCTAGTGCATGGCTGCATAGTGTATG
CT AT O TAAT ARA T TACCAG T T CACAC T TCTCAGTGCCT T T AT T T T T T TCGTATTTAGCTCTGT CGCARTAATTTAGT
TG CCATTCT T TAT AAAGTTCTCAAGTCCCTAAAGATTGCCCCARGGARAGTTCTGCAT CCACTAATGTGGATTACTGTTITCAT
CAGATGOGTSTATAAGAAGATGOTTOCCAGAGTAGCAGACAATATCAAT CAGGTOAACAGGOAAATAGGATGGATOGARGGAGGCC
AGCTGECTCTAGGGAACCCTGCCCCTATTCCTCG TCATG CTCCAATTCCACGTTATAGCACATACCTAATGCTACTATTGATTGTC
TCATATGCATCAGCATGTTCAGAACTGATTCAGOCAAGCTCCAGAATCACCACTTGCTCCACAGAAGGTOTCAACACCAAGTGTAG
GETGTCTGECACAGCATTAATCAGGGCAGGGTCAGT TGGGGCAGAGGCTIGTTTGATGTTARAAGGGGET CAAGGANGACCARACCA
AGTTTTTGAAGATARARARAACTGTCTCAAGTGAGCTATCOTGCAGGEAGGRGCCAGAGCTATTGGACTEGETCCTITAGCCCTARATGT
CTGAGCTCAAGGAGATGCCATC T TG T CGGEGAATGTCATGTGAATAGGTCTCTGTCT TGGAGAGACAATCAARCCTCAGCAGAATT
TTCATTTOTTOGCOAAAGCACGACCATOCCOOACAACAAGTOTTTTOAGCAGTGTOOASCATGOOOATITOATUTTTCAATETOA
ACCCATCTTGCTTATTTGTGCACACGTAT CTGCAGT CAGTCAGAAAAGAGGCCCTTAGAGTTTTCAACTGTATCGATTGGGTGCAT
AR CTCACTCTAGAGATTACTGACTTTOATGACTCTGTTTCAACAATAGACCTGOAAGCATCATCTAGCCOTTTCACARACTGGEG
TTCAGTTAGCCTCTCACTGAACGCAGAGGGCATTTCAGG CTCAMACAGCTTTTCCTTCATTRGAGAGCCCAGGCAANGGGTATGCAA
TTOTTOATAAGCCATTCT CAGARATTCCT OGGCAAGGOTTCTTOGOOIACAT CAGOTOCAATT CAGAATCTTCAGT CCTGAGTACT
CATGAAT CATGCCTTAGGGCACCAMT CTTATTTCATACAAGCCCATGATAGATCAGTTGGAGTEGCACARCAAATCTGATTGATCC
CTTTGTTAGTCTITTAAGAGGAACT CTCTAGCCACAGACARGAAATAACAAAACCTTTACAGCTTCAAAAGGAAATAGAOAGTGTTCAAS
CTTTCT CTAMGGGCT CTGTACAGGCTGAT CTAACACTGATGTTTGACAATTI TGAGGTEGACTTTGTGGGAGCAGCOGTGTCTTGT
GATGCOGCCTTCTTARATTTGACAGOTTGCTATTOCTGCAATGCAGGGGCCAGAGTCTOCCTOTCTATCACATCCACAGOAACTGO
AMACTCTCTCTGOCCACAATAAMGATGGAT CTCTGCATATAGT TCTTCCAT CAGAGAATGGAACAAAMGAT CAGTGTCAGATACTAC
ACTTCACTGTACCTGAGGTAGAGGAGGAGTITATOTACTCTTGTGAT GGAGATGAGCOOCCTCTGT TG TOAAGOGARCCCTGATA
GCTATTGATCCATTTGATGATAGGCOAGANGCAGOGGOGAAATCAACAGTTOTAAAT CCARRATCTOGATCTTGOAATTTCTTTGA
TOAGT OO TTTOGAGGCCTCTTARGACTATACTCCTCATTTOCCTOTATCTAGCATTATCAATTOAGC
TCTTTTITCCTTCTTATATAT CTTGGAAGAACAGGCCTCTCTAAMATGTGGCTTGCTGCCACCAMGAMMGCCTCATAGECGGCOGE

Figura 7
K

GAATTCTCTAGACACCATGAATAACTATCAGGAGCTGOCCATCCASTTTGCCGOCCAGGCOGTAGACAGAAACGAGATCGARCAGT
GeOTeCGTEAGTT OO CT TACCAGGGTT TCGACGCCCGCCGEGTOATTOAACTGCTGARGCAGTATGGAGGTGCCGACTOGGAGAMA
GACGCCAAGAAAATGATCGTGCTGGCTCTGACTAGAGGCAACAAGCCCAGRAGAATGATGATGAAGATGAGCAAGGAAGGARANGGT
TACTGTGGAAGCCCTGATCAACAMGTACAAACTTAAGGAAGGAAMCCCCTCTCOOGATGAACTGACTCTCAGCAGAGTGGCOGCAG
COCTTOCOGRATGOACATGT CAGGCCCTOETCOTOCTTTCCCAGTOOTTOCCCETAACAGGAACCACCATOGACOOCCTOTCCCCA
GCATATCCCAGACATATGATGCATCCCTCTTITCGCCGOCATGGTCOACCCAMGTCTGCCTGAGAGATTACCTCAGAGCCATCCTGGA
TOCCCACAGTCTTTACTTGCTGCAGTTTT CT CGGaTGATTAACCCCAACCTCCGOGGRAAGAACAAAGERGOGAGGTTACAGCCACCT
TTACACAGCCCATGAACGCAGCTGTGAATAGTAACTTCATTTCTCACGARAMA CGACGCGAGTTCCTCARAAGCCTTCGOCCTGGTG
GACAGCAACGOARNGCCTTCTOCAGCCOTCATGOCCGCCGCOCAGOCATACAAGACTOCCOCTTARAAGCTTGOGGCCGC
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Figura 7
L

A A A TEGAT TCTATATTAT CAAMAACAG CTOGTTGACAAGACTOGTT T TG TTAGAGTOCCAATCAAGCATTATOACTGTAC
AATCCTAACT CTRECACT COCAACATTTRATO T CTCCAAGATRATACATARAATTACCATAGACTTCAATTTACGACCACATACAAS
GAGCAT CTGARATAGGC T AT T G TACCC T CTATGTOGATAGATGTGEAMGATATGGCCAATTTIGTTCACGATTITCACCTTT
GO AT TAG CTGAC ARG A TCACAGACTCTTAATGCGTOAGTT TCCCATRGATCAATRACCCOTTTRGATCATCTGAGCOCTGACAT
GATTATCAARACTACATCTGOCATS TATAACATCGTTGAGTTCACCACCTTTAGGGGRAATGAAAGAGOTOCATTCCAGGCTGOCA
TOACTAAACT CGCTARGTATGAGGT TCCT TG TGAGAA CAGAT CTCAGGGCAGGACTGTTGTICTTTATGTTGT TAGCGCCTACOGSE
CATGGTGTT TEATCTAATTTGCGAGCTAGAGGACT CTGAAGCAGAGOAGATEGTATATAGGTACAGACTTGCCCTTAGTATGATOGA
AGGAMAGACTOAGAGAGAGTTGCTAGCCA

ACCATAGAITCCATCTAAATATOOACT CAOATOATAGTOTCTACATAGCTRCTTTAGIOGTTAATIIARAAIAAGCATARAOCAGAC
ACATTAGTGCAACARAATGAGAGACAGGAGCARACAGCCCTTCTCTOCAGATCATGATGTGGATCACATATCTGAATTTICTCTCTGE
ATGCTCTASTOACTTOTOOACANCAGATAASGACCTATACAA CCCTCTCTCTTOTAATAAAGAGCTTAGAT TOGCAGCTCAGNIAN
TTCATCAGCCATCCTTATCAGAAAGRGACTTCAATEAGATTATAACAGAGCACTACAGATTTATGAAAAGTACGATAQAATCATGSR
T AR T T AT T TAAT A A CT A TA T CAG T T e T e T ARG CAA CATOTTAAGCCTAA CTATTT TOTGATTAAACGACT
ACTAGETTCTGAGATTTTCT TGCTGAT CAAGCCTACTTCCAGCAAMAGCCATATATT CATGTCTTT TGCAATTANGCOCTCTTGCT
GO T T T AT CTCT AT TCCAG GG TT TTCAAACC CTACATAGATOCCRCGOATCTOTTASTTACTGACTTTGTTICTTACARR
CTAAGTARGCTTACCAACCT CTGCAAG TG G T T T O T TAATGGAAT CCTCCTTCTCATTTTGGOCAGAGGCATTTGOGATTCCARG
CTOGAACTTTOTTASTOACTTOTTCAGOT CTTCAGACT CTOCAGCAATOGATGCCTCATACATOGGCARACTCTCTTTATTAMCCC

TTACAAAGTT TACCCTCATGCTATG TGAGTTCACCTCTCCTARGTOGTARCCATTGAT CATTAGGGAATGTTCAATOTTTACCAGS
AR GEATGATGATGAATTTGAATTAT CTTAAGATCCTGGATGETCATCGAGAGCTIGATATTAGAGATGACTTTGTGATGGATCT
CTTCAAAGCTTATCATOCTEAGOCAGAAGTTCCATGGACTT T TARCGCTARAACATATCTOOAAA CCACGACAGGGATAATICAGS
GOATAT TG AT TATAC T TCCTCATTATTACACA CCATTCAT CAAGAATACATCCOGTCCTTOTCCTTTAARATATTCARCCTGAAG
GTTGCTCCTGAGATAAGCAAMAGCCTGOTTTGTAACATGATGCARGGAT CAGATGATAGTAGCATGCTAATCAGCTTOCCAGTTGA
TR A ARG TTCTCACCASATOCAAAGTOOC COCAGCCATATCTTCOOAATCAAGAACOASCTEROASTOTACCTTGCCATCT
ACCCCTCAGAGARAC T CCACACARA CACACAT T T TG TCATCGAGTACAATTCTRAATTTTATT TCCACACCCAGCATOTTAGACCS
ACOATCAGOTOOATTOCAGCATOTTOCAGCCTOCCAGAAITRAAAACACTAGTAGCCCOCCADIANINGOCCT CTAATCTANTOAD

CATGAAGAAGGTTAAGOGCTCAGCTOCTAGOGACTRGOCAGATGAGGATGTTACCATCCCAGAAA COTGTAGCATGAGCCCAGG TS
GOGCTCTAATTCTTAGC T CCTCT CTARMG TG GG GAT CTAGGAAGAAGTTTCAGAAMCTGAGAGACCOTTTGAA CATACCAGAGAAC
TOGATTOAGCTAATAMMTEAGATC CASAGOTACTCTATCAASCTCOCAGANCAGGC CCAGAAATATTSTTGCACATTGCAGAGAN
AT CCAT A T ee T O T T T T CA T CAT TO T T TC T OO CAA T CAC T CTOTARACT CATGOCCTCASCTOTATACTTCTTATCAG
CAACMATTTTTGAAGACACTGGADGCCCTGAGTTCAACTTCTTAGRGGATTCCARGTACAGCT TGCTACARARGATGGCCOGCATAT
TCTOOCTTTCATOOTTTCAATOATATGAAGCCAGAGATATATTATTCCTATTCOOOAACATTOAGAMA TTAIAATCACTOAATTC

TAACCATATT CAGGT TAGGAATTTCT T TOCTAGAATGRAAAGCAAGC CTAGAACGOTTAGAATAACAGGAGCTCCTOTAAAGAAGA
GOT O TTAGCAAGATAG T AT GG TTAT OO G TEACAATTT CTC OO GEAT GGG O AT CTTAGAGETGTAGAAGACCTOGCTGELD
TTCACTCOTASTOTOTCASCTOAAAT CCTCAMICACTTTCTOTTCTOCATACTACAIIATCCATACASTOAQAGCTATAAICTACA
GCTAATCTACAGAGTCCTARGCTCAGTGTCARACGTTGAGAT AARGGAATOCGATOGTAACACAAAARCCAATTTGATTGOGATCC
TTCAGRGATTTCTAGATGGTGATCACGTIGTCCCTATAATTGAAGAGATGEGAGCOGEAACAGTGGETGGATT CATCARGAGACAN
CAGT T ARG T TG TG CAARAT AARG TGO TCTAT TATGGAGTTGAGAT CTRRAGAGGCTTCATGGATGRATATCAGETCCATCTTGA
GATAGRAAATGACATAGGACAGCCCCCARGGCTTAGGAATGTCACAACTAACTGTCAGRAGCAGCCCATGGGATCTGRGTGTCCOCTAA
TAMIGCAGTIOACAIAAGACATIOGGGTCACAAMMCAACCASOATTATTCCTCTAAAT CTAGCAGAGOAGCTACATATTOGATOCAT
TCATTTAGGATACAAGGA CCCAGCAAGCCAT T TOAATGCCCAGTTTATATTATTAAGGATGACATGTCAGATETTATCAGACTGAS
AMAAGAGGAGETGEAGATGAAAGTACGGGOCTCTACT CTCAACTTGTACACTAAGCACCATTCTCATCAAGACTTACACATTTTAT
CTTACACTGCATCAGACAATAAT CTCAGTCCAGACATTTTCARATCAATATCAGATOAGGGASTAGCTCAMGCCCTACAGTTATTT
GAGAGOAGC CARGC AR T C TG T OAGAT T AT CTOTAGCTOCAARATTCATAT CAGCCAT CCTTOAGATATOTOAGGRGAR
GAGACAGATAAMAGGART CARCAGAR CCAGACT CTCAGAGATTGTGAGAATT TG TICTGAATCTTCCCTAMGAT CARAGGTOGGAT
CTATGTTCTCATTIGTOGCCARTGT TOAGOAGG COCATGATOTTAATTATGATGOGTTAATOGAT CTAATGACAGARGATGOCTANG
ARCAATGCAT TCAGTCATGT IGT OGAT TGCATAGAGT IGRATGTTAATGGTCCT TACGAGATGGAGTCTI T IGATACATCTGATGT
CAACCTCTTTOOGCCAGC CCATTACARGGRCAT CAGTTCATTAT CTATAATTACTCATCCCTTAATOGATAAITTTATTAATTATA
CCATTTCCAAMATOSOAANINGCCTCAGTTASAAMAGTT CTAGAGACASOTOSGTOCT CTASCARAAGACTATAATTTATCAAAGOTT
CTCTTCAGAA CTCTACAGAGACCAGAAGAOAGCATTAGCATAGATOATCTRGAGTTATATGAGOAGACAGATCTGGCOGATAACAT
GCTAGGCTAAGCGGCCGC
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Figura 8

Infeccion con RRP Pasaje de sobrenadante
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 20
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