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DESCRIPCION
Vacuna de virus Sendai modificado y vector para la obtencién de imagenes
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a vectores de virus recombinantes, a métodos para construir vectores y al uso de
tales vectores. En particular, la presente divulgacion proporciona métodos, construcciones de virus recombinantes y
composiciones, y kits para un vector virico de Sendai de la cepa Enders modificado para la proteccion frente a
patdégenos. Ademas, algunos aspectos incluyen vectores para obtener imagenes o rastrear la propagacion, la
eliminacion y la transmision viricas.

Antecedentes de la invencion

La vacunacion es el mecanismo mas eficaz para el control de enfermedades infecciosas, sin embargo, aun existen
numerosos patdgenos para los cuales no existen vacunas. Por ejemplo, los paramixovirus incluyen una serie de
patégenos humanos importantes transmitidos a través de la via respiratoria, tal como el virus respiratorio sincicial
humano (RSV, forma sigla de respiratory syncytial virus), los virus paragripales (los PIV, forma siglada de
parainfluenza viruses), el metapneumovirus humano, el virus del sarampioén y el virus de las paperas (Brown et al.
2007 J. Virol 81:12535; Hall et al. 2009 N. Engl. J. Med. 360:588). Los PIV humanos (los hPIV) constan de cuatro
serotipos (hPIV1-4) y, junto con el RSV y el metapneumovirus, son las causas mas comunes de infecciones viricas
de las vias respiratorias en nifios. Los PIV, el RSV y el metapneumovirus se transmiten de forma eficaz por contacto
directo y por la exposicion a secreciones nasofaringeas (Hall et al. 2009 N. Engl. J. Med. 360:588; Hall et al., 1981 J.
Pediatr. 99:100). Casi todos los nifios se infectan con el RSV a la edad de 1 afio, con hPIV3 a los 2 afios y con
hPIV1 y hPIV2 a los 5 afios (Schickli et. al. 2009 Hum.Vaccin. 5:582; Graham et al. 2011 Immunol. Rev. 239:146). En
Estados Unidos, EI RSV puede representar hasta el 20 % de las hospitalizaciones de nifios pequefios en una
temporada de RSV, con costos anuales de hasta 400 millones de dodlares (Hall et al., 2009 N. Engl. J. Med. 360:588;
Schickli et. al. 2009 Hum.Vaccin. 5:582; Graham et al. 2011 Immunol. Rev. 239:146; Shay et al.2001 J. Infect. Dis.
183:16; Shay et al. 1999 JAMA 282:1440; Paramore et. al. 2010 Pediatr. Pulmonol. 45:578; Hall et al. 2001 N. Engl.
J. Med. 344: 1917; Bourgeois et al. 2009 Pediatrics 124: e1072; Boyce et al. 2000 J. Pediatr. 137: 865). Para
pacientes con bronquiolitis y neumonia, el RSV se ha identificado como el agente etiolégico en hasta el 90 % y el
50 % de los casos, respectivamente (Paramore et. al. 2010 Pediatr. Pulmonol. 45:578; Hall et al. 2001 N. Engl. J.
Med. 344: 1917). No existen vacunas autorizadas para ninguno de estos patégenos humanos.

El virus Sendai (SeV) representa una vacuna y un vector de vacuna atractivos. Puede actuar como una vacuna
jenneriana para el hPIV-1, la causa principal de laringotraqueobronquitis (laringotraqueitis aguda pediatrica),
basandose en la secuencia de aminoacidos y en las similitudes antigénicas entre los dos virus (Gorman et al. 1990
Virology 175: 211; Dave et al. 1994 Virology 199:376; Smith et al. 1994 Virology 205: 453). El SeV también puede
manipularse por genética inversa para producir vacunas recombinantes que podrian vacunar frente a practicamente
cualquier otro patdégeno (o patdégenos) de eleccidon. La conveniencia de un vector basado en el virus Sendai depende
de lo siguiente: (i) capacidad de rescate facil mediante genética inversa, (ii) capacidad de portar un gen marcador
para el rastreo de in vivo e in vitro, (iii) sustento de la expresion e inmunogenicidad de proteinas extrafias cuando los
genes respectivos se introduce en distintas posiciones dentro del genoma de SeV, (iv) crecimiento limitado en
primates, (v) suficiente capacidad de replicacion para sustentar la vacunaciéon e inmunogenicidad en primates.
Debido a que los hPIV y el RSV provocan la mayoria de las infecciones de enfermedades viricas respiratorias en la
poblacidon mas vulnerable de nifios, bebés y ancianos, se necesitan nuevos métodos y composiciones para proteger
a los seres humanos frente al virus paragripal y las infecciones por virus respiratorio sincicial.

La cepa Enders del virus Sendai es bien conocida en la técnica, como por ejemplo la ilustrada en Vaccine, 26, 2008,
3480-3488.

El documento US2010/196993 describe un vector de virus Sendai recombinante modificado basado en la cepa z con
una proteina L mutante que tiene una modificacion en la posicion 214.

Sumario de la invencion

La invencién a la que se refiere la presente memoria descriptiva se expone en las reivindicaciones adjuntas a la
presente descripcion.

La presente divulgacion se refiere a vectores de virus recombinantes, a métodos para construir vectores y al uso de
tales vectores. En un aspecto, la presente divulgacién proporciona métodos, construcciones de virus recombinantes
y composiciones, y kits para un vector virico de Sendai de la cepa Enders modificado para la proteccion frente a
patdégenos. Algunos aspectos incluyen vectores para obtener imagenes o rastrear la propagacion, la eliminacion y la
transmisién viricas. En un aspecto, la divulgacion se refiere a un nuevo vector de vacuna de virus Sendai
recombinante con los siguientes atributos: (i) capacidad de rescate facil de vectores recombinantes mediante
genética inversa, (ii) capacidad de portar un gen marcador para el rastreo de in vivo e in vitro, (iii) sustento de la
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expresion e inmunogenicidad de una proteina (o proteinas) extrafia cuando el gen (o genes) respectivo se introduce
en distintas posiciones dentro del genoma de SeV, (iv) crecimiento limitado en primates, (v) suficiente capacidad de
replicacién para sustentar inmunogenicidad en primates. Ademas, algunos aspectos también proporcionan un
atributo de (vi) crecimiento limitado a 33 °C e incluso menor crecimiento a 37 °C. Los aspectos divulgados presentan
un equilibrio inesperado de atenuacion del vector del virus, crecimiento del vector del virus, capacidad para la
expresion de genes extrafios e inmunogenicidad para mantener cada uno de estos atributos deseados.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un vector que es inesperadamente superior a otros vectores de SeV, que
incluyen cepas Enders o Z no modificadas, porque se puede rescatar facilmente y presenta tanto atenuaciéon como
inmunogenicidad en primates. Ademas del uso como vacuna, la presente divulgacién contempla en un aspecto que
los métodos, las construcciones y formulaciones de virus recombinantes y los kits, facilitaran el uso de este vector de
virus Sendai como herramienta de laboratorio o en un contexto de investigacion preclinica/clinica.

Aunque no es la intencién que la presente divulgacion se limite a la proteccion frente a los paramixovirus, se
contempla que cualquier gen extrafio (o porcion del mismo) que codifica un inmunégeno de interés se pueda insertar
en el vector de vacuna de las realizaciones de la invencién. Por ejemplo, pero sin limitacién, la presente divulgacion
contempla realizaciones en que el gen extrafio se selecciona de genes de RSV, PIV y VIH, incluyendo fragmentos,
homdlogos, analogos, y cualquier otro gen de interés, para tener como objetivo un patégeno/enfermedad de interés.
Ademas, en un aspecto, la divulgaciéon contempla un vector de virus Sendai recombinante que comprende un gen
extrafio que codifica al menos uno de una proteina del virus respiratorio sincicial (RSV), una proteina de virus
paragripal humano (hPIV), un fragmento antigénico de las mismas y combinaciones de los mismos. En algunos
aspectos, el método comprende adicionalmente el vector de virus Sendai recombinante, en donde la proteina de
RSV se selecciona del grupo de una proteina G de tipo A, una proteina F de tipo A, una proteina G de tipo B y una
proteina F de tipo B. En otros aspectos, el método comprende adicionalmente el vector del virus Sendai
recombinante, en donde la proteina de hPIV se selecciona del grupo de una proteina HN de tipo 1, una proteina F de
tipo 1, una proteina HN de tipo 2, una proteina F de tipo 2, una proteina HN de tipo 3 y una proteina F de tipo 3.

En otro aspecto mas, la divulgacion contempla un vector de virus Sendai recombinante que comprende un genoma
de Sendai cepa Enders modificado con un gen extrafio que codifica al menos uno de una proteina del virus
respiratorio sincicial (RSV). En algunos aspectos, el vector de virus Sendai recombinante incluye dicho gen extrafio
insertado entre un gen F del virus Sendai y un gen HN del virus Sendai.

En otro aspecto mas, el gen o genes extrafios pueden ser cualquier otro antigeno extrafio de cualquier patéogeno.

En otros aspectos mas, el gen extrafio se inserta entre un gen P del virus Sendai y un gen M del virus Sendai. En
aun otros aspectos, el gen extrafio se inserta entre un gen M del virus Sendai y un gen F del virus Sendai.

En aspectos adicionales, el vector recombinante del virus Sendai incluye métodos para la creacion de una vacuna de
Enders modificada que comprende una quimera de las cepas Enders/Z para facilitar el rescate de un vector de virus
infeccioso a partir de ADNc y para asegurar que el virus es atenuado, pero inmunogénico en primates. En un
aspecto, la quimera de las cepas Enders/Z es un vector en donde una porcién del gen L de la cepa Enders se
reemplaza por la porcién correspondiente de la cepa Z del virus Sendai. En un aspecto, el gen L del virus Sendai se
modifica de tal manera que contiene un acido nucleico que codifica los siguientes cambios de aminoacidos de la
cepa Z: S a G en la posicién 155, R a K en la posicién 258, G a E en la posicion 466, G a E en la posicion 482, S aR
en la posicién 581, Q a R en la posicion 717, T a | en la posicién 800 y R a K en la posicion 852.

En otro aspecto, la presente divulgacion contempla una composicion que comprende el vector recombinante de virus
Sendai y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable, o cualquier vehiculo, adyuvante o diluyente.

La presente divulgacion contempla un método que comprende: a) proporcionar: i. un sujeto que necesite vacunacion
frente al RSV; ii. uno de los nuevos vectores de Sendai descritos en el presente documento en donde el vector
comprende un gen de RSV o una porcion del mismo; y b) administrar dicha composiciéon a dicho sujeto en una
cantidad eficaz para suscitar una respuesta inmunitaria.

En aun otro aspecto, la presente divulgacién contempla un vector de virus Sendai recombinante que comprende un
genoma modificado de Sendai de la cepa Enders con un gen extrafio (o una porcion del mismo) insertado en medio
de una union intergénica seleccionada del grupo que consiste en las uniones de genes N-P, P-M, una M-F, F-HN,
una HN-L o cualquier otra posicién (o posiciones) dentro del genoma. En una realizacion, el gen exégeno es un gen
indicador. En un aspecto, el gen indicador puede ser luciferasa, pero puede (en otro aspecto ser cualquier otro gen
indicador (por ejemplo, un gen que codifica una proteina fluorescente).

En aspectos adicionales, las secuencias de inicio o detencién de la transcripcién en el genoma del vector del virus
Sendai pueden alterarse para aumentar o disminuir la transcripcion de los genes cadena abajo. Por ejemplo, la
secuencia de iniciacion de la transcripcién del virus Sendai cadena arriba del gen F del virus Sendai puede mutarse
de AGGGATAAAG (SEQ ID NO:19) a AGGGTGAAAG (SEQ ID NO:20) para aumentar la transcripcion cadena abajo
de un gen extrafo insertado, insertado entre los genes M y F del genoma del virus Sendai.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2689797 T3

La presente divulgacion contempla un kit que comprende: a) proporcionar: i) un vector del virus Sendai (es decir, uno
de los nuevos vectores descritos en el presente documento) con o sin adyuvante vy ii) instrucciones para su uso para
vacunar frente a un patégeno que se tiene como objetivo.

La presente divulgacion contempla un kit que comprende: a) proporcionar:

i) un vector del virus Sendai con o sin adyuvante y en combinaciéon con otra vacuna; vy ii) instrucciones para su
uso para vacunar frente a un patégeno que se tiene como objetivo.

La presente divulgacion contempla un kit que comprende:
a) proporcionar: i) un vector que porta un gen marcador; y ii) instrucciones para su uso para visualizar el virus.

En un aspecto, la presente divulgacién contempla un vector de virus Sendai recombinante que comprende un vector
del virus Sendai modificado en el que se afiade una porcion del genoma de la cepa Z al genoma de la cepa del virus
Enders Sendai para crear una quimera Enders/Z que comprende un gen L modificado, en donde dicho gen L
modificado comprende un acido nucleico que codifica cambios de aminoacidos seleccionados del grupo que
comprende de S a G en la posicién 155, R a K en la posicion 258, G a E en la posicién 466, G a E en la posicion
482, S a R en la posicion 581, Q a R en la posiciéon 717, T a | en la posicion 800, R a K en la posicién 852, y
combinaciones de los mismos.

En otros aspectos adicionales, un vector del virus Sendai recombinante divulgado en el presente documento
comprende adicionalmente un vector con propiedades inmunogénicas.

En otros aspectos, los vectores del virus Sendai recombinantes de Sendai divulgados anteriormente comprenden
ademas tener un gen (0 genes) extrafio insertado en cualquier posicién (o posiciones) incluyendo, pero sin
limitacion, una o0 mas de una unién intergénica seleccionada del grupo que consiste en una N-P, una P-M, una M-F,
una F-HN, una HN-L y combinaciones de las mismas.

En aun otros aspectos, el vector recombinante de virus Sendai con un gen extrafio en donde dicho gen extrafio
facilita el rastreo de virus in vitro, in vivo, o combinaciones de los mismos.

En otro aspecto, el vector recombinante de virus Sendai en donde dicho gen extrafio para el rastreo se selecciona
del grupo de una luciferasa, una proteina verde fluorescente y combinaciones de las mismas.

En aspectos adicionales, los vectores recombinantes de virus Sendai descritos en el presente documento, en donde
se manipula al menos un sitio de inicio/parada de genes para alterar la transcripcion génica.

En otro aspecto, los vectores recombinantes de virus Sendai descritos en el presente documento en donde dicho
gen extrafo es una proteina F del virus respiratorio sincicial (RSV).

En otros aspectos, se describen en el presente documento vectores recombinantes de virus Sendai en donde dicho
gen extrafo es una proteina G del virus respiratorio sincicial (RSV).

En otros aspectos, se describen en el presente documento vectores recombinantes de virus Sendai en donde dicho
gen extraio es una proteina del virus paragripal de tipo 1 (PIV-1).

En aun otros aspectos, se describen en el presente documento vectores recombinantes de virus Sendai en donde
dicho gen extraio es una proteina del virus paragripal de tipo 2 (PIV-2).

En otros aspectos mas, se describen en el presente documento vectores recombinantes de virus Sendai en donde
dicho gen extraio es una proteina del virus paragripal de tipo 3 (PIV-3).

En otros aspectos més, se describen en el presente documento vectores recombinantes de virus Sendai en donde
dicho gen extrafio es una proteina del virus paragripal de tipo 4 (PIV-4).

En un aspecto, se describen en el presente documento vectores recombinantes de virus Sendai en donde dicho gen
es un gen indicador.

En un aspecto, la presente invencion contempla un vector de Sendai como se define en el presente documento para
su uso en un método de vacunacion de un animal frente a una infeccion.

En un aspecto, la presente divulgacion contempla una composicion que comprende el vector de virus Sendai como
se describe en el presente documento y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable, o cualquier vehiculo,
adyuvante o diluyente.
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En un aspecto, el método comprende adicionalmente el vector recombinante de virus Sendai (es decir, uno de los
nuevos vectores descritos en el presente documento) o la composicion descrita en el presente documento, en donde
dicho gen extrafio se inserta entre un gen P del virus Sendai y un gen M del virus Sendai.

En un aspecto, el método comprende adicionalmente el vector recombinante de virus Sendai (es decir, uno de los
nuevos vectores descritos en el presente documento) o la composicion descrita en el presente documento, en donde
dicho gen extraio se inserta entre un gen M del virus Sendai y un gen F del virus Sendai.

En un aspecto, el método comprende adicionalmente el vector recombinante de virus Sendai (es decir, uno de los
nuevos vectores descritos en el presente documento) o la composicion descrita en el presente documento, en donde
dicho gen extrafio esta insertado entre un gen F del virus Sendai y un gen HN del virus Sendai.

En aun otro aspecto, la presente invencidon contempla un vector recombinante de virus Sendai que comprende un
genoma de Sendai de la cepa Enders modificado, con un gen extrafio o porcién del mismo insertado en medio de
una unién intergénica (o uniones intergénicas) seleccionada del grupo que consiste una N-P, una P-M, una M-F, una
F-HN, una HN-F y combinaciones de las mismas.

En aun otros aspectos, el vector recombinante de virus Sendai comprende adicionalmente un gen extrafio, en donde
dicho gen exdgeno es un gen indicador.

La presente divulgacion contempla un kit que comprende: a) proporcionar: i) el vector (es decir, uno de los nuevos
vectores descritos en el presente documento); y ii) instrucciones para su uso para vacunar frente a un patégeno que
se tiene como objetivo.

La presente divulgacién contempla un kit que comprende: a) proporcionar: i) la composiciéon (es decir, una de las
nuevas composiciones descritas en el presente documento); y ii) instrucciones para su uso para vacunar frente a un
patdégeno que se tiene como objetivo.

La presente divulgacion contempla un kit que comprende: a) proporcionar: i) el vector (es decir, uno de los nuevos
vectores descritos en el presente documento); y ii) instrucciones para su uso para visualizar el vector.

La presente divulgacién contempla el vector recombinante de virus Sendai (es decir, uno de los nuevos vectores
descritos en el presente documento) en donde dicho vector se mezcla con al menos otro antigeno o inmundgeno.

En otros aspectos mas, los vectores recombinantes de virus Sendai descritos en el presente documento en donde
dicho gen extrafo es una proteina de metapneumovirus.

Adicionalmente, las descripciones de los aspectos presentados no pretenden ser limitantes e incluyen todos los
equivalentes, tecnologias comparables, reactivos, fuentes, diluyentes, usos etc. conocidos para un experto en la
materia. Solo para ejemplo, pero sin limitacidn, se presentan secuencias especificas, pero incluyen las relacionadas
sentido, las antisentido, las complementarias, las homélogas, porciones, fragmentos, 5’ a 3'y 3’ a 5°, y analogos
conocidos por un experto en las materias relacionadas, tales como biologia molecular, biotecnologia, junto con todas
y cada una de las materias relacionadas. Ademas, aunque se presenta una mencién especifica del tratamiento de
infecciones viricas respiratorias en seres humanos, se contempla que el vector de vacuna jenneriana podria usarse
como una estructura para el desarrollo de otras vacunas o procedimientos usados in vitro o in vivo para diagnosticar
o tratar generalmente mamiferos, y mas particularmente seres humanos. Por ejemplo, pero sin limitacion, el vector
de vacuna, contempla el uso en mamiferos no humanos tales como perros, gatos, caballos, ganado vacuno y
primates. Ademas, las vacunas y/o composiciones incluyen opcionalmente diluyentes y/o adyuvantes
farmacéuticamente aceptables, pero también incluyen el uso de diluyentes/adyuvantes de tipo para investigacion, y/o
son sin diluyentes/adyuvantes.

Breve descripcion de las figuras

El archivo de patente o solicitud contiene al menos un dibujo realizado a color. La Oficina proporcionaré copias de
esta patente o publicacién de solicitud de patente con dibujos a color previa solicitud y pago de la tarifa necesaria.

Dentro de la secuencia presentada en la Figura 7 se pueden encontrar los distintos genes del virus Sendai haciendo
una busqueda en las secuencias. Las secuencias presentadas en la Figura 7B-7H se tomaron directamente de la
secuencia del vector de 7A y se presentan de forma individual. Las secuencias proteicas relacionadas se
proporcionan dentro de la descripcién detallada.

Figura 1. Fenotipos in vitro e in vivo de virus Sendai que expresan luciferasa. (A) Se generaron virus
Sendai recombinantes que contienen el gen de la luciferasa de luciérnaga (luc) insertado en las uniones de los
genes P-M, M-F y F-HN. (B) Cinética de replicacién de multiples etapas de los SeV de tipo silvestre (TS) y que
expresan luciferasa en cultivos de células LLC-MK2 infectados con una multiplicidad de infeccién (MOI) de
0,01 UFP/célula a 33 °C (simbolos rellenos) y 37 °C (simbolos vacios). (C) Cinética de la expresion del gen
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indicador de luciferasa en células LLC-MK2 infectadas con los SeV recombinantes a una MOI de 5 UFP/célula,
medido por luminiscencia. (D) Cambios de peso corporal de los ratones después de la inoculacién intranasal de
los SeV. (E) Porcentaje de supervivencia de los ratones después de la inoculacion intranasal de los SeV. (F)
Numeros totales de linfocitos recuperados del liquido de lavado broncoalveolar (LLBA) de ratones 10 dias
después de la infeccion, medido por citometria de flujo. (G) Titulos de anticuerpos de unién especifica a SeV en
sueros de ratones recogidos 10 dias después de la infeccion, medido por la reciproca de las diluciones limite en
ensayos ELISA. Para los paneles D - G, se inocularon por via intranasal grupos de cinco ratones de 8 semanas
de edad de la cepa 129/Sv con 7.000 UFP de SeV recombinante o con solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) v, los experimentos se realizaron por duplicado. Los datos acumulados se muestran en los paneles D y E,
y los datos representativos se muestran en los paneles F y G.

Figura 2. Obtencion de imagenes de la infeccion por SeV en las vias respiratorias de ratones vivos por
bioluminiscencia no invasiva. Se inocularon ratones de ocho semanas de edad por via intranasal con 7.000
UFP de SeVc-luc(P-M), SeVc-luc(F-HN) o SeVce-luc(M-F*). Cada 24 horas, se les inyect6 a los ratones sustrato
de luciferina por via intraperitoneal, se anestesiaron con isoflurano, se obtuvieron imagenes con un dispositivo
Xenogen Lumina y después se dejdé que se recuperaran. En un experimento, se muestra la bioluminiscencia en
el dia 2 (A) o en el dia 7; (B) posinfeccién (p.i.) para los ratones 129/SvJ infectados con SeVc-luc(P-M)SeVc-
luc(P-M), SeVc-luc(F-HN) o SeVc-luc(M-F*). En un segundo experimento, se muestra la bioluminiscencia en el
dia 2 (C) o el dia 7 (D) para ratones 129/SvJ, DBA/2, BALB/c o C57BL/6 infectados con SeVc-luc(M-F*). Los
datos se presentan como radiacion, una medida de intensidad de bioluminiscencia, en una escala logaritmica de
arco iris. Los valores de radiacién van de 1x10° (azul) a 1x10° (rojo) fotones/s/cm?/estereorradian. Los circulos
rojos muestran las regiones de interés (RDI) para calcular el flujo total (fotones/s) en la nasofaringe y los
rectangulos rojos muestran las areas de RDI para la traquea y los pulmones.

Figura 3. Cinética de la propagacion y eliminacion del SeV en las vias respiratorias de ratones 129/Sv. (A)
Los grados de infeccién se determinaron mediante la obtencién de imagenes por bioluminiscencia no invasiva
cada 24 horas de ratones vivos anestesiados. Cada punto de datos representa la bioluminiscencia promedio de 6
ratones. El flujo total (fotones/s) de la intensidad de bioluminiscencia se calcula como la suma de la radiacién en
la region de interés. (B - D). Los grados de replicacion del virus en los cornetes nasales, la traquea y los
pulmones se determinaron sacrificando grupos de 3 ratones en los dias informados y midiendo los titulos de virus
infeccioso en células LLC-MK2. Ambos experimentos se hicieron por duplicado y se muestran datos
representativos.

Figura 4. Replicacion del virus y patogenia en funcion de la dosis del virus y de la cepa del ratéon. Después
de la inoculacién intranasal de ratones de la cepa 129 con SeVc-luc(M-F*) en dosis que varian de 70 a
7.000 PFU, se midieron el flujo total de intensidades de bioluminiscencia (A) y los titulos viricos (B) como se
describe en la Figura 3. (F) Se midieron los porcentajes de cambio de peso corporal para grupos de diez ratones
después de la infeccion con 70 o 7.000 UFP de SeVc-luc(M-F*) de ratones de la cepa 129. Los experimentos se
hicieron por duplicado y se muestran datos representativos. (D) Se recogieron titulos de anticuerpos de union
especifica a SeV en sueros de ratones de la cepa 129 10 dias después de la inoculacién con 70 a 7.000 UFP de
SeVc-luc(M-F*) y se informaron como las reciprocas de las diluciones limite en ensayos ELISA. Se usaron en el
experimento, que se realizd dos veces, cinco ratones infectados y dos de control. Se muestran los datos
representativos. (E) Flujo total de intensidades de bioluminiscencia presentes en la nasofaringe, la traquea y los
pulmones después de la inoculacién intranasal de 7.000 UFP de SeVc-luc(MF*) de ratones de las cepas 129-Sv,
DBA/2, BALB/c o C57BL/6. Los promedios son para seis animales, el experimento se hizo por duplicado y se
muestran los resultados de un experimento representativo. (F) Se midieron los porcentajes de cambio de peso
corporal para grupos de 10 ratones después de la infeccion con 7.000 UFP de SeVc-luc(M-F*). Los experimentos
se hicieron por duplicado y se muestran datos representativos.

Figura 5. Infeccion por SeV e inmunidad después de la transmision por contacto. Un ratdén por jaula se
inoculé de forma directa con 70 UFP (A,C,E) o 7.000 UFP (B,D,F) de SeVc-luc(M-F*) y después de un dia se
introdujeron en una jaula con 3 animales sin tratamiento previo. Se muestra el flujo total de intensidades de
bioluminiscencia en las cavidades nasofaringeas de los ratones de la cepa 129 (A - B) y la cepa BALB/c (C - D).
Se recogio suero en el dia 60 y los ratones de contacto se expusieron a 7.000 UFP de SeVc-luc(M-F*) el dia 63,
de forma que la posible reinfeccion podia controlarse mediante bioluminiscencia. Se midieron los titulos de
anticuerpos de union especificas a SeV como las reciprocas de las diluciones de limite de los sueros recogidos
en el dia 60 a partir de ratones alojados de forma conjunta con animales inoculados con 70 UFP (E) o 7.000 UFP
(F). Las barras vacias corresponden a los ratones inoculados de forma directa en el dia 0 y las barras rellenas
corresponden a los ratones de contacto. El experimento se realizd por triplicado para los ratones de la cepa 129
(3 animales donantes y 9 transmitidos) y por duplicado para los ratones de la cepa BALB/c (2 animales donantes
y 6 transmitidos).

Figura 6. Temporizacion y propagacion con tropismo de tejido de la infeccion por SeV después de la
transmision de contacto. El alojamiento conjunto de ratones de contacto con ratones inoculados con SeVc-
luc(M-F*) se describe en la Figura 5. Se muestra el flujo total de intensidades de bioluminiscencia ratones
representativos individuales de la cepa 129 (A - B) y de la cepa BALB/c (C - D) para la nasofaringe (triangulos),
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traquea (circulos) y pulmones (cuadrados). Tiempo hasta la deteccidén de bioluminiscencia en la nasofaringe
(limite de deteccion: > 6 log1o fotones/s) después de la inoculacién de donantes con 70 UFP (E) o 7.000 UFP (F).
Cambio de peso porcentual promedio en ratones BALB/c (G) y 129/SvJ (H). El experimento de transmisién por
contacto se realizo por triplicado para los ratones 129/SvJ y por duplicado para los ratones BALB/c. Los simbolos
y barras vacios corresponden a ratones inoculados de forma directa y los simbolos y barras rellenos
corresponden a los ratones de contacto. En los paneles g y h, el simbolo X corresponde a ratones de control
inoculados con PBS no infectados.

Figura 7. Listado de secuencias. La FIG. 7A-H es como sigue: A, Se proporciona la secuencia de una
construccion de un SeV modificado (pSeVc) (véase también la Tabla 1) y las secuencias de los genes del virus
Sendai individuales; B, ADNc de NP: (SEQ ID NO:4); C, ADNc de P: (SEQ ID NO:6); D, ADNc de C (SEQ ID
NO:8); E, ADNc de M: (SEQ ID NO:10); F, ADNc de F (SEQ ID NO:12); G, ADNc de HN (SEQ ID NO:14); y H,
ADNc de L (SEQ ID NO:16). Las traducciones asociadas se muestran en la descripcion detallada. Las
secuencias se enumeran de 5' a 3' (de izquierda a derecha). Las leyendas de las figuras son las siguientes:
Leyendas de la secuencia para los genes dentro del plasmido pSeVc

___=Codbdn iniciador
= Coddn de terminacion
Violeta= Secuencia del gen NP
Purpura= Secuencia del gen P
PURPURA EN MAYUSCULAS = secuencia del gen C (sitio de iniciacion interno dentro del gen P)
= secuencia del gen M
Azul oscuro= Secuencia del gen F
= Secuencia del gen NH
Negro intenso = Secuencia del gen L

Agggtgaaag

= Sefal de iniciacion de la transcripcion
Gcggcecege

= Notl (para la clonacion del gen de interés, por ejemplo hPIV-2)

Figura 8 Ejemplos de sitios en los cuales se pueden insertar genes extraios en el genoma del vector del
virus Sendai. Los sitios de insercidn pueden incluir, pero sin limitacién, posiciones cadena arriba de los genes P,
M, F y HN. Los casetes de genes extrafios estan flanqueados por sitios para la endonucleasa de restriccién Notl
y los plasmidos de ADNc del vector del virus Sendai se han disefiado técnicamente para tener sitios para la
endonucleasa de restriccion Notl Unicos cadena arriba de los diversos genes del virus Sendai.

Figura 9. Construccion de virus Sendai que expresan luciferasa. (A) Secuencia de nucleétidos del casete del
gen de la luciferasa de luciérnaga. Se disefi6 técnicamente un plasmido de clonacién pGEM3 para que contenga
sitios de restriccion Notl flanqueantes, el gen indicador luciferasa de luciérnaga, secuencias de finalizacion
génicas y de iniciacion génicas. (B) Para insertar el casete del gen indicador de luciferasa en tres uniones
génicas, se clonaron tres plasmidos del genoma del pSeV para que contengan un sitio de restriccion Notl Unico
en cada una de las uniones génicas P-M, M-F y F-HN. Para el plasmido del genoma pSeV-luc(M-F*), la sefal de
iniciacion subdptima de origen natural AGGGATAAAG (SEQ ID NO: 19) se muté ademds a la sefial de iniciacion
mas eficaz AGGGTGAAAG (SEQ ID NO: 20) para compensar la atenuacion esperada debida a la adicién del gen
extrafio y la unién génica adicional. El casete del gen de la luciferasa de luciérnaga (panel A) se subcloné a partir
del plasmido pGEMS en los plasmidos del genoma de pSeV usando los sitios de restriccion Notl. (C) Disefio de
plasmidos de ADNc de pSeV para el rescate de los SeV de TS y recombinantes que contienen el gen indicador
luciferasa (luc). Se muestran los emplazamientos de los genes del SeV nucleoproteina (N), polimerasa (P),
matriz (M), fusién (F), hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y la proteina Large (grande) (L), asi como el promotor
de la ARN polimerasa de T7 (T7) y la secuencia de la ribozima del virus de la hepatitis delta (ribo). Las
secuencias de iniciacion génicas se muestran en verde y la secuencia de iniciacién génica de origen natural
subdptima AGGGATAAAG (SEQ ID NO: 19) entre los genes M y F del SeV de TS se muestra en amarillo. Las
secuencias de finalizacién génicas se muestran en rojo. La secuencia lider 3' cadena arriba del gen N y la
secuencia remolque 5' cadena abajo del gen L no se muestran por simplicidad.

Figura 10. Expresion de proteinas del SeV e incorporacion en viriones. (A) Expresion de proteinas del SeV
en células LLC-MK2. Se infectaron monocapas confluentes de células LLC-MK2 con los SeV recombinantes a
una MOI de 5 UFP/célula y se incubaron durante 16 h. Después del radiomarcaje y la inmunoprecipitacion, las
proteinas viricas presentes en los lisados se resolvieron mediante SDS-PAGE y se visualizaron con un
phosphorimager. (B) Relaciones de la expresion de proteinas del SeV. La expresion de proteinas se cuantificd
con el programa informatico ImageQuant® 5.2 y se normalizé con respecto al nivel de expresion de la proteina N.
Los datos representan los promedios (+/- desviacion tipica) de tres experimentos. (C) Composicién del SeV. Los
SeV recombinantes se recogieron a partir de las cavidades alantoideas de huevos de gallina embrionados, se
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purificaron por centrifugacion a través de un gradiente de sacarosa, se separaron por SDS-PAGE y se
visualizaron con azul de Coomassie.

Figura 11. Respuestas inmunolégicas frente a la infeccién por los SeV recombinantes en ratones. Se
inocularon por via intranasal grupos de cinco ratones 129/SvJ de 8 semanas de edad con 30 pl que contenian
7.000 UFP de SeV recombinante o PBS. En el dia 10 p.i., se recogi6 el suero y los ratones se sacrificaron para
recuperar liquido de lavado broncoalveolar (LLBA). Los experimentos se realizaron dos veces con los datos
representativos mostrados. Cada punto de datos representa un animal individual y las barras horizontales
muestran los promedios de grupo. La cantidad de linfocitos T CD4+ (A) y CD8+ (B) recuperadas a partir del
LLBA se determinaron mediante citometria de flujo. (C) Los titulos de anticuerpos de unién especifica luciferasa
en los sueros se determinaron mediante ensayos ELISA y se expresan como la reciproca de las diluciones limite.

Figura 12. Bioluminiscencia y titulos del virus Sendai en las vias respiratorias de ratones 129/SvJ. Se
inocularon por via intranasal grupos de tres ratones de 8 semanas de edad con 7.000 UFP de SeV
recombinante. (A) Se midi6 la bioluminiscencia in vivo para los tres virus que expresan luciferasa en los dias 4 y
6 p.i., después de lo cual los pulmones se recogieron inmediatamente y se homogeneizaron de forma que se
pudiera medir la actividad de luciferasa ex vivo. Un ajuste de los datos con un modelo de regresion lineal de
minimos cuadrados produjo un valor de R? de 0,878. URL indica unidades relativas de luz. (B) Comparacion
entre la luz detectada por la camara y los titulos viricos de los homogenatos de nasofaringe (tridangulos), traquea
(circulos) y pulmones (cuadrados). Cada punto representa datos de un unico ratén infectado con SeVc-luc(M-F*)
y estudiados en los dias 2, 3, 5 0 7 p.i. La regresioén lineal de minimos cuadrados produjo valores de R*de 0,864,
0,915y 0,961 para la nasofaringe, la traquea y los pulmones, respectivamente.

Figura 13. Bioluminiscencia y titulos del virus Sendai en las vias respiratorias de ratones BALB/c y
129/SvJ. Se inocularon por via intranasal grupos de tres ratones de 8 semanas de edad con 70 o 7.000 UFP de
SeVc-luc(M-F*). (A) Se midié la bioluminiscencia in vivo en ratones BALB/c infectados con 7.000 UFP de virus,
en los dias 2, 3, 5y 7 p.i., después de lo cual los animales se sacrificaron y los tejidos se recogieron de forma
que se pudieran medir los titulos de virus de los homogenatos de tejidos mediante titulacion por placas en células
LLC-MK2. Se encontrd que las correlaciones entre los titulos de virus en los homogenatos de tejido y la luz
detectada por la camara tenian valores de R? de 0,928, 0,656 y 0,846 para la nasofaringe, la traquea y los
pulmones, respectivamente. Los titulos de virus en los homogenatos de la nasofaringe (B) y pulmones (C) de
ratones de las cepas BALB/c y 129 infectados con 70 o 7.000 UFP de SeVc-luc(MF*) se midieron mediante
titulacion por placas en células LLC-MK2. Los datos representan los titulos promedio de virus de seis ratones (+/-
desviacion tipica).

Figura 14. Temporizacion especifica de tejidos y magnitud de la propagacion del virus Sendai en las vias
respiratorias de ratones intactos después de la inoculacion y la transmision por contacto. En cada grupo,
se inoculd un ratéon BALB/c o 129/SvJ por via intranasal con 70 o 7.000 UFP de SeVc-luc(M-F*) y se coalojaron
con tres animales de contacto un dia después, como se describe en la Figura 5. (A-D) Tiempo hasta la deteccion
de bioluminiscencia en la nasofaringe (nasof.), traquea y pulmones (limite de deteccion: > 6 logio fotones/s)
después de la inoculacién directa (barras vacias) y después de la transmision por contacto (barras rellenas). (E-
H) Magnitud global de la infecciéon después de la inoculacion directa (barras vacias) y después de la transmision
por contacto (barras rellenas), determinado por la integracion de las mediciones diarias del flujo total con
respecto al tiempo. Las areas bajo la curva (ABC) de bioluminiscencia se expresan como la cantidad total de
fotones en una escala log1o. El experimento se realizé por triplicado para los ratones de la cepa 129 (3 animales
donantes y 9 transmitidos) y por duplicado para los ratones de la cepa BALB/c (2 animales donantes y 6
transmitidos).

Figura 15. Diagrama de construccion PSEV. El ADNc de la cepa Enders del virus Sendai se cloné en el vector
pUC, que contenia un promotor de T7 cadena arriba y una secuencia de ARN de autoescision de VHD cadena
abajo.

Figura 16. Persistencia en primates de la vacuna de la cepa Z y las vacunas basadas en Enders después
de la inoculacioén intranasal e intratraqueal. Se inocularon monos verdes africanos con la vacuna del virus
Sendai Z (A y B (Skiadopoulos et al. 2002 Virology 297: 153)) o con vacunas basadas en Sendai virus Enders (C
y D) por via intranasal e intratraqueal. Las cargas de virus se controlaron en las VRS o las VRI después de las
infecciones.

Figura 17. Inmunogenicidad del virus Sendai Enders no modificado y de una vacuna basada en el virus
Sendai Enders modificado recombinante que expresaba F del RSV (SeVc-RSVF(F-HN)) en monos verdes
africanos. 25 dias después de las vacunaciones se tomaron sueros y se analizaron mediante ELISA las
respuestas de anticuerpos frente a F del RSV (A) y al virus Sendai (B).

Figura 18. La vacuna basada en virus Sendai Enders modificado que expresaba F del RSV protege a los
primates del RSV. Los animales de control (izquierda, A) y de prueba (derecha, B) se expusieron a RSV
aproximadamente 1 mes después de la vacunacion. Se recogieron muestras de lavado broncoalveolar (LBA)
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durante 10 dias después de la exposicidn y se evalu6 el crecimiento del RSV. Todos los animales que recibieron
la vacuna basada en virus Sendai Enders modificada que expresaba F del RSV (SeVc-RSVF(F-HN)) estaban
protegidos frente a la infeccion de las vias respiratorias inferiores por RSV.

Figura 19. La vacuna basada en virus Sendai Enders modificado que expresaba F del RSV (SeVc-RSVF(F-
HN)) es protectora frente al RSV a dosis bajas. La vacuna basada en virus Sendai Enders modificado que
expresaba F del RSV se usé para vacunar animales a dosis de 10e6, 10e4 y 10e2. Todos los animales
vacunados estaban protegieron frente a la exposicién al RSV, como se demostré midiendo el virus en pulmén
después de la exposicion.

Definiciones

Para facilitar la comprensién de la presente invencion, se definen a continuacion una serie de términos (entre
comillas en la presente seccién de Definiciones). Los términos definidos en el presente documento (a menos que se
especifique otra cosa) tienen los significados que entiendo habitualmente un experto en las areas relevantes para la
presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto" o "paciente" se refiere a cualquier organismo al que
pueden administrarse las composiciones de acuerdo con la invencién, por ejemplo, con fines experimentales, de
diagndstico, profilacticos y/o terapéuticos. Los sujetos tipicos incluyen animales (por ejemplo, mamiferos tales como
ratones, ratas, conejos, primates no humanos y humanos; insectos; gusanos; etc.). Ademas se pueden usar
sistemas in vitro (por ejemplo, para expresar proteinas del SeV u otras, para el estudio dentro de la célula diana y/o
para el aislamiento). Por ejemplo, solo se contemplan, pero sin limitacion, células LLC-MK2 en cultivo (véase la
Figura 1).

Como se usa en el presente documento, El término "respuesta inmunitaria" se refiere a la modificacion de la
reactividad del sistema inmunitario de un organismo tras la exposicién a un antigeno. El término "respuesta
inmunitaria" abarca, pero sin limitaciéon, una o ambas de las siguientes respuestas: produccion de anticuerpos (por
ejemplo, inmunidad humoral) e induccién de la inmunidad mediada por células (por ejemplo, inmunidad celular, que
incluye las respuestas de linfocitos T auxiliares y/o de linfocitos T citotdxicos).

Como se usa en el presente documento, el término "cebador" se refiere a un oligonucleétido, ya sea de origen
natural (por ejemplo, como en una digestidon con enzimas de restriccion purificada), ya sea se produzca de forma
sintética, que tenga la capacidad de actuar como punto de iniciacion de la sintesis de un acido nucleico cuando se
coloque en condiciones en las cuales se induzca la sintesis de un producto de extension de cebador complementario
a una cadena de acido nucleico (es decir, en presencia de nucleétidos, un agente inductor tal como ADN polimerasa
y en condiciones adecuadas de temperatura y pH). El cebador es preferentemente monocatenario para una maxima
eficacia en la amplificacion, pero como alternativa puede ser de bicatenario. Si es bicatenario, el cebador se trata en
primer lugar para separar sus cadenas antes de usarse para preparar productos de extensién. En realizaciones
preferentes, el cebador esta unido al extremo de un acido nucleico de forma que se forma una horquilla a partir de
autohibridacion. Preferentemente, el cebador es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser suficientemente
largo como para cebar la sintesis de productos de extension en presencia del agente inductor. La longitud exacta de
los cebadores dependera de muchos factores, incluyendo la temperatura, fuente del cebador y el uso del método.
Ademas se contempla que los cebadores se puedan usar en PCR (ver a continuacion) para insertar de forma
artificial secuencias de nucleétidos deseadas en los extremos de las secuencias de acidos nucleicos.

Como se usa en el presente documento, la expresién "reaccién en cadena de la polimerasa" ("PCR") se refiere al
método de K. B. Mullis, Patentes de Estados Unidos 4.683.195, 4.683.202 y 4.965.188, que describen un método
para aumentar la concentracién de un segmento de una secuencia diana en una mezcla de ADN sin clonacién o
purificacién. Debido a que los segmentos amplificados deseados de la secuencia diana se vuelven las secuencias
predominantes (en términos de concentracion) en la mezcla, se dice que son "amplificados por PCR". De manera
similar, la expresion "PCR modificada", como se usa en el presente documento, se refiere a métodos de
amplificaciéon en que una secuencia de ARN se amplifica a partir de un molde de ADN en presencia de ARN
polimerasa o en que se amplifica una secuencia de ADN a partir de un molde de ARN en presencia de transcriptasa
inversa.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "endonucleasas de restriccion" y "enzimas de restriccion”
se refieren a enzimas bacterianas, cada una de las cuales corta ADN bicatenario en o cerca de una secuencia de
nucleotidos especifica.

Los términos "antigeno", "antigénico", y "antigénicamente activo", se refieren a cualquier sustancia que pueda ser
reconocida por una respuesta inmunitaria humoral y/o celular especifica. Las expresiones "inmundgeno",
"inmunogénico" e "inmunolégicamente activo" se refieren a cualquier sustancia que tenga la capacidad de inducir
una respuesta inmunitaria humoral y/o celular especifica. Un antigeno o inmundgeno en general contiene al menos
un epitopo. Los antigenos e inmundgenos estan ejemplificados por, aunque sin limitacién, moléculas, que contienen
un péptido, un polisacarido, una secuencia de acidos nucleicos y/o un lipido. Ademas se contemplan complejos de
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péptidos con lipidos, polisacaridos o con secuencias de acidos nucleicos, incluyendo (pero sin limitaciéon) un
glucopéptido, lipopéptido, glucolipido, etc. Estos complejos son inmundgenos particularmente Utiles en que las
moléculas mas pequefas con pocos epitopos no estimulan por si mismas una respuesta inmunitaria satisfactoria.

Como se usa en el presente documento, la expresion "secuencia de acido nucleico" se refiere a un oligonucledtido,
un nucleétido o un polinucledtido, y fragmentos o porciones de los mismos, y viceversa, y a ADN o ARN de origen
genodmico o sintético, que puede ser de monocatenario o bicatenario, y representa la cadena sentido o antisentido.
De manera similar, "secuencia de aminoacidos", como se usa en el presente documento, se refiere a la secuencia
peptidica o de proteina.

Como se usa en el presente documento, la expresion "antisentido”, cuando se usa en referencia al ADN, se refiere a
una secuencia que es complementaria con una cadena sentido de un duplex de ADN. Una "cadena sentido" de un
duplex de ADN se refiere a una cadena en un duplex de ADN que se transcribe en una célula en su estado natural
en un "ARNm sentido". Por lo tanto, una secuencia "antisentido" es una secuencia que tiene la misma secuencia que
la cadena no antisentido en un duplex de ADN.

Como se usa en el presente documento, los términos "complementario" o "complementariedad" se usan en
referencia a polinucledtidos (es decir, una secuencia de nucleétidos) relacionados por las reglas de emparejamiento
de bases. Por ejemplo, para la secuencia "5'-A-G-T-3", es complementaria a la secuencia "3'-T-C-A-5". La
complementariedad puedes ser "parcial”, en que solo parte de las bases de acido nucleico se combinan de acuerdo
con las reglas del emparejamiento de bases. O puede haber complementariedad "completa" o "total" entre los acidos
nucleicos. El grado de complementariedad entre las cadenas de acido nucleico tiene efectos significativos sobre la
eficacia y la fuerza de la hibridacion entre las cadenas de &cido nucleico. Esto es de particular importancia en las
reacciones de amplificacion, asi como en los métodos de deteccion que dependen de la unién entre acidos
nucleicos.

El término "homologia" se refiere a un grado de complementariedad. Puede haber homologia parcial u homologia
completa (es decir, identidad). Una secuencia parcialmente complementaria es una molécula de acido nucleico que
inhibe al menos parcialmente la hibridacion de una molécula de acido nucleico completamente complementaria con
un acido nucleico diana que es "sustancialmente homodlogo". La inhibicion de la hibridacién de la secuencia
completamente complementaria con la secuencia diana se puede examinar usando un ensayo de hibridacion
(transferencia de Southern o Northern, hibridacién en solucién y similares) en condiciones de baja rigurosidad. Una
secuencia o sonda sustancialmente homodloga competira e inhibira la unién (es decir, la hibridacion) de una molécula
de acido nucleico completamente homdloga a una diana, en condiciones de baja rigurosidad. Esto no quiere decir
que las condiciones de baja rigurosidad sean tales que se permita la unidén no especifica; las condiciones de baja
rigurosidad requieren que la unidon de dos secuencias entre si sea una interaccion especifica (es decir, selectiva). La
ausencia de unién no especifica se puede analizar mediante el uso de una segunda diana que sea sustancialmente
no complementaria (por ejemplo, menos de aproximadamente el 30 % de identidad); en ausencia de unién no
especifica, la sonda no se hibridara con la segunda diana no complementaria.

Como se usa en el presente documento, el término "vacuna" se refiere a una composicion inmunogénica que se
administra a un hospedador para proporcionar algun grado de proteccién frente a una infeccién y/o enfermedad
producida por virus o patégeno diana. Ademas, cierto grado de proteccién incluye, pero sin limitacion, disminuir,
reducir, modificar y/o mejorar uno o mas sintomas de una infeccion y/o enfermedad. En general, algunos sintomas
de enfermedades respiratorias incluyen sintomas de resfriado y de forma mas particular, por ejemplo, pero sin
limitacion, disnea o dificultad para respirar, tos, fiebre, tos perruna (a menudo descrita como tos de "ladrido de foca"),
cianosis (color azulado de la piel debido a la falta de oxigeno), aleteo nasal, congestidon nasal, nariz sibilante,
congestionada y/o rinitis. Ademas, las enfermedades respiratorias pueden afectar los pulmones, provocando
bronquiolitis o pulmonia. Dicha composicién podria incluir un diluyente y/o vehiculo "farmacéuticamente aceptable" o
cualquier vehiculo, adyuvante o diluyente. Por ejemplo, pero sin limitacién, se pueden encontrar diluyentes y/o
vehiculos aceptables en "The Science and Practice of Pharmacy" de Remington, 212 ed. 2005. La expresion
"farmacéuticamente aceptable" se emplea en el presente documento para referirse a los compuestos, materiales,
composiciones y/o formas farmacéuticas que son, dentro del alcance del buen criterio médico, adecuados para su
uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin toxicidad excesiva, irritacion, respuesta alérgica u
otro problema o complicacién, proporcionado con una relacion beneficio/riesgo razonable. Los expertos en la materia
conocen numerosas formulaciones de vacuna.

Las vacunas se pueden administrar solas o en combinacién con diversos adyuvantes/vehiculos. Los expertos en la
materia conocen vehiculos farmacéuticos. Estos, mas normalmente, serian vehiculos convencionales para la
administracion de vacunas a seres humanos, que incluyen soluciones tales como agua estéril, solucion salina y
soluciones tamponadas a pH fisioldgico. Otros ingredientes incluyen excipientes, vehiculos, espesantes, diluyentes,
tampones, conservantes y tensioactivos.

Como se usa en el presente documento, los términos "administracion" y "administrar" se usan indistintamente e

incluyen, por ejemplo, pero sin limitaciéon, administracion por aerosol, gotitas, inyeccion parenteral (tal como
intraperitoneal, subcutanea o intramuscular), intranasal a través de gotitas, inhalacién, etc. Véase "The Science and
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Practice of Pharmacy" de Remington, 212 ed. 2005.

Como se usa en el presente documento, la expresion "virus Sendai" es un virus paragripal de ratén que es el
homélogo murino del hPIV-1.

Como se usa en el presente documento, la expresion "gen indicador" incluye un medio para facilitar el rastreo del
virus. Solo para ejemplo, pero sin limitacion, el gen indicador, como se describe en el presente documento, incluye
luciferasa, proteina verde fluorescente, proteina roja fluorescente, junto con otros medios de rastreo visual (por
ejemplo, con sondas o anticuerpos marcados), como conocen los expertos en la materia. Ademas, aunque se
proporcionan ejemplos especificos, la presente invencién contempla otros medios de proteinas indicadoras
fluorescentes, bioluminiscentes, luminiscentes y relacionadas utiles para el rastreo.

Como se usa en el presente documento, la expresion "célula hospedadora" se refiere a cualquier célula que tenga la
capacidad de replicar y/o transcribir, y/o traducir un gen heterélogo. Por lo tanto, una "célula hospedadora" se refiere
a cualquier célula eucariota o procariota (por ejemplo, tales como células LLC-MK2 (véase la Figura 1), células
bacterianas, E. coli, células de levadura, células de mamifero, células de ave, células de anfibio, células vegetales,
células de pez y células de insecto), ya sea emplazadas in vitro o in vivo.

Como se usa en el presente documento la expresion "de tipo silvestre", cuando hace referencia a un gen, se refiere
a un gen que tiene las caracteristicas de un gen aislado de una fuente de origen natural. La expresion "de tipo
silvestre", cuando hace referencia a un producto génico, se refiere a un producto génico que tiene las caracteristicas
de un producto génico aislado de una fuente de origen natural. La expresién "de origen natural" como se usa en el
presente documento aplicada a un objeto se refiere al hecho de que un objeto se puede encontrar en la naturaleza.
Por ejemplo, una secuencia de polipéptido o de polinucledtido que esta presente en un organismo (incluyendo a los
virus) que se puede aislar de una fuente en la naturaleza y que no se ha modificado intencionadamente por el ser
humano en el laboratorio es de origen natural. Un gen de tipo silvestre es el que se observa con mayor frecuencia en
una poblacién y, por lo tanto, se designa arbitrariamente como la forma "normal” o "de tipo silvestre" del gen.

Por el contrario, el término "modificado" o "mutante” cuando hace referencia a un gen o a un producto génico se
refieren, respectivamente, a un gen o a un producto génico que presenta modificaciones en la secuencia y/o las
propiedades funcionales (es decir, caracteristicas alteradas) en comparacién con el gen o producto génico de tipo
silvestre. se debe sefalar que los mutantes de origen natural se pueden aislar; estos se identifican por el hecho de
que tienen caracteristicas alteradas en comparacion con el gen o producto génico de tipo silvestre.

Como se usa en el presente documento, la expresion "un Enders modificado" significa un genoma de la cepa Enders
del virus Sendai que comprende una porcion de un genoma de la cepa Z del virus Sendai.

Como se usa en el presente documento, una "quimera" significa un genoma de la cepa Enders del virus de Sendai
que contiene una o mas porciones de un genoma de una cepa de virus Sendai distinta una combinacién operativa.
Mas particularmente, solo para ejemplo (pero sin limitacién), en una realizacion, la presente invencion contempla un
genoma de la cepa de virus Enders del Sendai que comprende una o mas porciones de un genoma de la cepa Z del
virus Sendai.

Como se usa en el presente documento, el término "purificado" se refiere a moléculas, ya sean secuencias de acido
nucleico o de aminoacidos, que se retiran de su entorno natural, aisladas o separadas. Una "secuencia de acido
nucleico aislada" es, por lo tanto, una secuencia de acido nucleico purificada. Las moléculas "sustancialmente
purificadas" estén al menos el 60 % libres, preferentemente al menos el 75 % libres y muy preferentemente al menos
el 90 % libres de otros componentes con los que estan asociadas de forma natural.

Como se usa en el presente documento, el término "purificado” o "purificar" también se refiere a la eliminaciéon de
contaminantes de una muestra. La eliminacién de proteinas contaminantes da como resultado un aumento en el
porcentaje del polipéptido de interés en la muestra. En otro ejemplo, los polipéptidos recombinantes se expresan en
células hospedadoras vegetales, bacterianas, levaduras o de mamifero, se purifican mediante la eliminacion de las
proteinas de la célula hospedadora; de ese modo, el porcentaje de polipéptidos recombinantes aumenta en la
muestra.

Como se usa en el presente documento, la expresién "in vitro" se refiere a sucesos que se producen en un entorno
artificial, por ejemplo, en un tubo de ensayo o recipiente de reaccion, en cultivo celular, etc., en lugar de dentro de un
organismo multicelular.

Como se usa en el presente documento, la expresion "in vivo" se refiere a sucesos que se producen dentro de un
organismo multicelular. Solo para ejemplo, pero sin limitacion, tal como un mamifero, mas particularmente un animal
humano y/o no humano.

Como se usa en el presente documento, el término "gen" se refiere a una secuencia de acido nucleico (por ejemplo,
de ADN) que comprende secuencias codificantes necesarias para la produccion de un polipéptido, precursor o ARN
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(por ejemplo, ARNr, ARNt). El polipéptido puede estar codificado por una secuencia codificante de longitud completa
o por cualquier porcidn de la secuencia codificante, siempre que la actividad deseada o las propiedades funcionales
(por ejemplo, actividad enzimatica, union a ligando, transduccién de sefiales, inmunogenicidad, etc.) de la secuencia
de longitud completa o fragmento se mantengan. El término también abarca la regién codificante de un gen
estructural y las secuencias emplazadas de forma a la regién codificante en los extremos 5'y 3' en cada extremo, de
forma que el gen corresponde a la longitud del ARNm de longitud completa. Las secuencias emplazadas 5' de la
region codificante y presentes en el ARNm se denominan secuencias 5' no traducidas. Las secuencias emplazadas
3' o cadena abajo de la region codificante y presentes en el ARNm se denominan secuencias 3' no traducidas. El
término "gen" abarca tanto las formas de ADNc como gendmicas de un gen. Una forma o clon genémico de un gen
contiene la region codificante interrumpida por secuencias no codificantes denominadas "intrones" o "regiones
intermedias", o "secuencias intermedias". Los intrones son segmentos de un gen que se transcribe en ARN nuclear
(ARNhN); los intrones pueden contener elementos reguladores tales como potenciadores. Los intrones se eliminan o
"cortan y empalman" a partir del transcrito nuclear o primario; por lo tanto, los intrones estan ausentes en el
transcrito de ARN mensajero (ARNm). El ARNm funciona durante la traduccion especificando la secuencia o el
orden de los aminoacidos en un polipéptido naciente.

Como se usa en el presente documento, el término "gen heterélogo” se refiere a un gen que no esta en su entorno
natural. Por ejemplo, un gen heterdlogo incluye un gen de una especie introducida en otra especie. Un gen
heterdlogo también incluye un gen nativo de un organismo que se ha alterado de alguna manera (por ejemplo,
mutado, afadido en multiples copias, anido a secuencias regulatorias no nativas, etc.). Los genes heterdlogos se
distinguen de los genes enddgenos en que las secuencias de los genes heterdlogos normalmente estan unidas a
secuencias de ADN que no se encuentran asociadas de forma natural con las secuencias génicas del cromosoma o
estan asociadas con porciones del cromosoma que no se encuentran en la naturaleza (por ejemplo, genes
expresados en locus donde el gen no se expresa normalmente).

Como se usa en el presente documento, las expresiones "en combinacién operativa", "en orden operativo" y "unido
operativamente”, como se usa en el presente documento, se refiere a la uniéon de secuencias de acido nucleico de
tal manera que se produce una molécula de acido nucleico que tiene la capacidad de dirigir la transcripcion de un
gen dado y/o la sintesis de una molécula de proteina deseada. Las expresiones también se refieren a la unién de
secuencias de aminoacidos de tal manera que se produce una proteina funcional.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cultivo celular” se refiere a cualquier cultivo de células in vitro.
Se incluyen dentro de esta expresion lineas celulares continuas (por ejemplo, con un fenotipo inmortal), cultivos
celulares primarios, lineas celulares transformadas, lineas celulares finitas (por ejemplo, células no transformadas) y
cualquier otra poblacion celular mantenida in vitro.

Como se usa en el presente documento, la expresion "multiplicidad de infeccion (MOI, forma siglada de multiplicity of
infection)" se refiere a la relacién de particulas de virus infecciosas con respecto a las células diana (es decir, la
relacion de particulas de virus infecciosas depositadas en un pocillo, con respecto al numero de células diana en ese
pocillo).

Como se usa en el presente documento, la expresion "unidades formadoras de placa (UFP)" se refiere a una medida
del niumero de particulas de virus capaces de infectar células y, en consecuencia, de formar placas en una
monocapa de células diana.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" incluye dentro de su
significado una cantidad no téxica pero suficiente de un agente o compuesto como para proporcionar el efecto
terapéutico deseado. La cantidad exacta necesaria variara de un sujeto a otro dependiendo de factores tales como la
especie que se esté tratando, la edad y el estado general del sujeto, la gravedad de la afecciéon que se esta tratando,
el agente particular a administrar y el modo de administracién, etc. Por lo tanto, no es posible especificar una
"cantidad eficaz" exacta. Sin embargo, en cualquier caso, un experto en la materia puede determinar una "cantidad
eficaz" apropiada usando Unicamente experimentacion rutinaria.

Como se usa en el presente documento, el término "kit" se refiere a cualquier sistema de suministro para suministrar
materiales. En el contexto de los ensayos de reaccion, tales sistemas de suministro incluyen sistemas que permiten
el almacenamiento, transporte o suministro de reactivos de reaccién (por ejemplo, oligonucleétidos, enzimas, etc. en
los recipientes apropiados) y/o de materiales de soporte (por ejemplo, tampones, instrucciones escritas para realizar
el ensayo, etc.) de un lugar a otro. Por ejemplo, los kits incluyen uno o mas envases (por ejemplo, cajas) que
contienen los reactivos de reaccion y/o los materiales de soporte relevantes. Como se usa en el presente
documento, el término "kit fragmentado” se refiere a sistemas de suministro que comprenden dos o mas recipientes
separados que contienen cada uno una parte del total de componentes del kit. Los recipientes pueden suministrarse
al destinatario previsto juntos o por separado. Por ejemplo, un primer recipiente puede contener una enzima para su
uso en un ensayo, mientras que un segundo recipiente contiene oligonucleétidos. El término "kit fragmentado" esta
destinado a abarcar kits que contienen reactivos especificos de analito (ASR, forma siglada de analyte specific
reagents) regulados en la seccion 520 (e) la Ley federal de alimentos, farmacos y cosméticos, pero sin limitacién. De
hecho, se incluye en la expresion "kit fragmentado” cualquier sistema de suministro que comprenda dos o mas
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recipientes separados, conteniendo cada uno una parte de los componentes totales del kit. Por el contrario, un "kit
combinado” se refiere a un sistema de suministro que contiene todos los componentes de un ensayo de reaccion en
un unico recipiente (por ejemplo, en una Unica caja que aloja cada uno de los componentes deseados). El término
"kit" incluye kits fragmentados y combinados.

Como se usa en el presente documento, el término SeVc se refiere a cualquier construccion basada en la estructura
de SeVc descrita a continuacion. Por ejemplo, pero sin limitacién, un aspecto es un SeVc-luc(M-F*), que indica una
construccion de SeVc modificada que contiene un gen indicador de luciferasa clonado en la unién génica M-F.
Véase la Tabla 1.

Descripcion detallada

La presente divulgacion se refiere a vectores de virus recombinantes, a métodos para construir vectores y al uso de
tales vectores. La presente divulgacion proporciona métodos, construcciones de virus recombinantes y
composiciones, y kits para un vector de virus Sendai modificado para la proteccion frente a patdégenos. Ademas,
algunos aspectos incluyen vectores para obtener imagenes o rastrear la propagacion, la eliminacion y la transmisién
viricas. En un aspecto, la presente invencién contempla un nuevo vector de vacuna de virus Sendai recombinante
con los siguientes atributos: (i) capacidad de rescate facil de vectores recombinantes mediante genética inversa, (ii)
capacidad de portar un gen marcador para el rastreo de in vivo e in vitro, (iii) sustento de la expresion e
inmunogenicidad de una proteina (o proteinas) extrafia cuando el gen (o genes) respectivo se introduce en distintas
posiciones dentro del genoma de SeV, (iv) crecimiento limitado en primates, (v) suficiente capacidad de replicacion
para sustentar inmunogenicidad en primates. Ademas, algunos aspectos también proporcionan un atributo de (vi)
crecimiento limitado a 33 °C e incluso menor crecimiento a 37 °C. La presente divulgacion presenta un equilibrio
inesperado de atenuacién del vector del virus, crecimiento del vector del virus, expresion de genes exdgenos e
inmunogenicidad para mantener cada uno de estos atributos deseados.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un vector que es inesperadamente superior a otros vectores de
SeV, que incluyen cepas Enders o Z no modificadas, porque se puede rescatar facilmente y presenta tanto
atenuacion como inmunogenicidad en primates. Los métodos, las construcciones y formulaciones de virus
recombinantes y los kits, facilitaran el uso de este vector de virus Sendai como herramienta de laboratorio o en un
contexto de investigacion preclinica/clinica.

Mas particularmente, la presente divulgacion se refiere a un virus Sendai modificado, que puede usarse como
vacuna. Para crear virus recombinantes puede usarse un plasmido que contenga el genoma completo del virus
Sendai, flanqueado por un promotor de T7 y la secuencia de la ribozima del virus de la hepatitis delta. Véase la
Figura 8 para ver ejemplos de cuatro posiciones intergénicas en las cuales se pueden colocar genes extrafios antes
del rescate del virus (Brown et al. J. Virology, 2007, 81: 12535).

A continuacién estan las secuencias de un gen F del RSV, las secuencias proteicas para los distintos genes del virus
Sendai como se presentan en un construccion del virus Sendai modificado (pSeVc) y una secuencia para el
recombinante pSeVc que porta el inserto del gen de F del RSV en la posicion F-HN del genoma del virus Sendai
(pSeVc-RSVF(F-HN)). Se muestran también las traducciones asociadas. Todas las secuencias se enumeran de 5' a
3' (de izquierda a derecha). (Para las secuencias véase también la Figura 7).

Secuencia del gen de F del RSV (inserto a partir de la construccion genémica) (SEQ ID NO: 1)
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atggagttgctaatcctcaaagcaaatgcaattaccacaatcctcactgcagtcacattttgttttgcttctggtcaaaacatcactgaagaatttt
atcaatcaacatgcagtgcagttagcaaaggctatcttagtgctctgagaactggttggtataccagtgttataactatagaattaagtaatatca
agaaaaataagtgtaatggaacagatgccaaggcaaaattgataaaacaagaattagataaatataaaaatgctgtaacagaattgcagttgc
tcatgcaaagcacacaagcaacaaacaatcgagccagaagagaactaccaaggtttatgaattatacactcaacaatgccaaaaaaaccaa
tgtaacattaagcaagaaaaggaaaagaagatttcttggttttttgttaggtottggatctgcaatcgccagtggcgttgctgtatctaaggtcct
gcacctagaaggggaagtgaacaagatcaaaagtgctctactatccacaaacaaggcetgtagtcagcttatcaaatggagttagtgtcttaac
cagcaaagtgttagacctcaaaaactatatagataaacaattgttacctattgtgaacaagcaaagectgcagcatatcaaatatagaaactgtg
atagagttccaacaaaagaacaacagactactagagattaccagggaatttagtgttaatgcaggtgtaactacacctgtaagcacttacatgt
taactaatagtgaattattgtcattaatcaatgatatgcctataacaaatgatcagaaaaagttaatgtccaacaatgttcaaatagttagacagca
aagttactctatcatgtccataataaaagaggaagtcttagcatatgtagtacaattaccactatatggtgttatggatacaccctgttggaaact
acacacatccectctatgtacaaccaacacaaaagaagggtccaacatctgtttaacaagaactgacagaggatggtactgtgacaatgecag
gatcagtatctttcttcccacaagctgaaacatgtaaagttcaatcaaatcgagtattttgtgacacaatgaacagtttaacattaccaagtgaag
taaatctctgcaatgttgacatattcaaccccaaatatgattgtaaaattatgacctcaaaaacagatgtaagcagetccgttatcacatctctag
gagccattgtgtcatgctatggcaaaactaaatgtacagcatccaataaaaatcgtggaatcataaagacattttctaacgggtgcgattatgta
tcaaataaaggggtggacactgtgtctgtaggtaacacattatattatgtaaataagcaagaaggtaaaagtctctatgtaaaaggtgaaccaa
taataaatttctatgacccattagtattcccctctgatgaatttgatgcatcaatatctcaagtcaacgagaagattaaccagagcectageatttatt
cgtaaatccgatgaattattacataatgtaattgctggtaaatccaccacaaat ATCATGATAACTACTATAATTatagtgat
tatagtaatattgttatcattaattgctgttggactgctcttatactgtaaggccagaagcacaccagtcacactaagcaaagatcaactgagtg
gtataaataatattgcatttagtaactaa

secuencia de traduccion de F del RSV (SEQ ID NO: 2)

MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKKNKCNGTDAKAKLIKQELD
KYKNAVTELQLLMQSTQATNNRARRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGE
VNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTP
VSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVMDTPCWKLHTSP
LCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSK
TDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDP
LVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVIAGKSTTNIMITTHIVIIVILLSLIAVGLLLYCKARSTPVTLS
KDQLSGINNIAFSN.

secuencia de la proteina NP: (SEQ ID NO:5)

MAGLLSTFDTFSSRRSESINKSGGGAVIPGQRSTVSVFVLGPSVTDDADKLFIATTFLAHSLDTDKQHSQRGGFLVSLLAM
AYSSPELYLTTNGVNADVKYVIYNIEKDPKRTKTDGFIVKTRDMEYERTTEWLFGPMVNKSPLFQGQRDAADPDTLLQTYG
YPACLGAIIVQVWIVLVKAITSSAGLRKGFFNRLEAFRQDGTVKGALVFTGETVEGIGSVMRSQQSLVSLMVETLVTMNTA
RSDLTTLEKNIQIVGNYIRDAGLASFMNTIKYGVETKMAALTLSNLRPDINKIRSLIDTYLSKGPRAPFICILKDPVHGEF

APGNYPALWSYAMGVAVVQNKAMQQYVTGRTYLDMEMFLLGQAVAKDAESKISSALEDELGVTDTAKERLRHHLANLSGGD
GAYHKPTGGGAIEVALDNADIDLETEAHADQDARGWGGESGERWARQVSGGHFVTLHGAERLEEETNDEDVSDIERRIAMR
LAERRQEDSATHGDEGRNNGVDHDEDDDTAAVAGIGGI

secuencia de la proteina P: (SEQ ID NO:7)

MDQDAFILKEDSEVEREAPGGRESLSDVIGFLDAVLSSEPTDIGGDRSWLHNTINTPQGPGSAHRAKSEGEGEVSTPSTQD
NRSGEESRVSGRTSKPEAEAHAGNLDKQNIHRAFGGRTGTNSVSQDLGDGGDSGILENPPNERGYPRSGIEDENREMAAHP
DKRGEDQAEGLPEEVRGGTSLPDEGEGGASNNGRSMEPGSSHSARVTGVLVIPSPELEEAVLRRNKRRPTNSGSKPLTPAT
VPGTRSPPLNRYNSTGSPPGKPPSTQDEHINSGDTPAVRVKDRKPPIGTRSYSDCPANGRPIHPGLETDSTKKGIGENTSS
MKEMATLLTSLGVIQSAQEFESSRDASYVFARRALKSANYAEMTFNVCGLILSAEKSSARKVDENKQLLKQIQESVESFRD
IYKRFSEYQKEQNSLLMSNLSTLHIITDRGGKTDNTDSLTRSPSVFAKSKENKTKATRFDPSMETLEDMKYKPDLIREDEF
RDEIRNPVYQERDTEPRASNASRLLPSKEKPTMHSLRLVIESSPLSRAEKAAYVKSLSKCKTDQEVKAVMELVEEDIESLT
N
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secuencia de la proteina C (SEQ ID NO:9)

MPSFLKKILKLRGRRQEEESRSRMLSDSSMLSCRVNQLTSEGTEAGSTTPSTLPKDQALPIEPKVRAKEKSQHRRPKIIDQ
VRRVESLGEQASQRQKHMLETLINKIYTGPLGEELVQTLYLRIWAMEETPESLKILQMREDIRDQVLKMKTERWLRTLIRG
EKTKLKDFQKRYEEVHPYLMKEKVEQVIMEEAWS LAAHIVQE

secuencia de la proteina M: (SEQ ID NO:11)

MADIYRFPKFSYEDNGTVEPLPLRTGPDKKAIPYIRIIKVGDPPKHGVRYLDLLLLGFFETPKQTTNLGSVSDLTEPTSYS
ICGSGSLPIGVAKYYGTDQELLKACTDLRITVRRTVRAGEMIVYMVDSIGAPLLPWSGRLRQGMIFNANKVALAPQCLPVD
KDIRFRVVFVNGTSLGAITIAKIPKTLADLALPNSISVNLLVTLKTGISTEQKGVLPVLDDQGEKKLNFMVHLGLIRRKVG
KIYSVEYCKSKIERMRLIFSLGLIGGISFHVQVTGTLSKTFMSQLAWKRAVCFPLMDVNPHMNLVIWAASVEITGVDAVFQ
PAIPRDFRYYPNVVAKNIGRIRKL

secuencia de la proteina F (SEQ ID NO:13)

MTAYIQRSQCISTSLLVVLTTLVSCQIPRDRLSNIGVIVDEGKSLKIAGSHESRYIVLSLVPGVDLENGCGTAQVIQYKSL
LNRLLIPLRDALDLQEALITVTNDTTQNAGVPQSRFFGAVIGTIALGVATSAQITAGIALAEAREAKRDIALIKESMTKTH
KSIELLQNAVGEQILALKTLQDFVNDEIKPAISELGCETAALRLGIKLTQHYSGLLTAFGSNFGTIGEKSLTLQALSSLYS
ANITEIMTTIRTGQSNIYDVIYTEQIKGTVIDVDLERYMVTLSVKIPILSEVPGVLIHKASSISYNIDGEEWYVTVPSHIL
SRASFLGGADITDCVESRLTYICPRDPAQLIPDSQQKCILGDTTRCPVTKVVDSLIPKFAFVNGGYVANCIASTCTCGTGR
RPISQDRSKGVVFLTHDNCGLIGVNGVELYANRRGHDATWGVQNLTVGPAIAIRPVDISLNLADATNFLQDSKAELEKARK
ILSEVGRWYNSRETVITIIVVMVVILVVIIVIVIVLYRLRRSMLMGNPDDRIPRDTYTLEPKIRHMYTNGGFDAMAEKR

secuencia de la proteina HN (SEQ ID NO:15)

MDGDRGKRDSYWSTSPSGSTTKLASGWERSSKVDTWLLILSFTQWALSTIATVIICIIISARQGYSMKEYSMTVEALNMSSR
EVKESLTSLIRQEVIARAVNIQSSVQTGIPVLLNKNSRDVIQMIDKSCSRQELTQLCESTIAVHHAEGIAPLEPHSFWRCP
VGEPYLSSDPKISLLPGPSLLSGSTTISGCVRLPSLSIGEAIYAYSSNLITQGCADIGKSYQVLQLGYISLNSDMFPDLNP
VVSHTYDINDNRKSCSVVATGTRGYQLCSMPTVDERTDYSSDGIEDLVLDVLDLKGSTKSHRYRNSEVDLDHPFSALYPSV
GNGIATEGSLIFLGYGGLTTPLQGDTKCRTQGCQQVSQDTCNEALKITWLGGKQVVSVIIQVNDYLSERPKIRVTTIPITQ
NYLGAEGRLLKLGDRVYIYTRSSGWHSQLQIGVLDVSHPLTINWTPHEALSRPGNEECNWYNTCPKECISGVYTDAYPLSP

DAANVATVTLYANTSRVNPTIMYSNTTNIINMLRIKDVQLEAAYTTTSCITHFGKGYCFHITEINQKSLNTLQPMLFKTSI
PKLCKAES

secuencia de la proteina L (SEQ ID NO:17)
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MDGQESSQNPSDILYPECHLNSPIVRGKIAQLHVLLDVNQPYRLKDDSIINITKHKIRNGG
LSPRQIKIRSLGKALQRTIKDLDRYTFEPYPTYSQELLRLDIPEICDKIRSVFAVSDRLTREL
SSGFQDLWLNIFKQLGNIEGREGYDPLQDIGTIPEITDKYSRNRWYRPFLTWESIKYDMR
WMQKTRPGGPLDTSNSHNLLECKSYTLVTYGDLVMILNKLTLTGYILTPELVLMYCDV
VEGRWNMSAAGHLDKKSIGITSKGEELWELVDSLFSSLGEEIYNVIALLEPLSLALIQLN
DPVIPLRGAFMRHVLTELQTVLTSRDVYTDAEADTIVESLLAIFHGTSIDEKAEIFSFFRTF
GHPSLEAVTAADKVRAHMYAQKAIKLKTLYECHAVFCTIINGYRERHGGQWPPCDFPD
HVCLELRNAQGSNTAISYECAVDNYTSFIGFKFRKFIEPQLDEDLTITYMKDKALSPRKEA
WDSVYPDSNLYYKAPESEETRRLIEVFINDENFNPEEIINY VESGDWLKDEEFNISYSLKE
KEIKQEGRLFAKMTYKMRAVQVLAETLLAKGIGELFRENGMVKGEIDLLKRLTTLSVSG
VPRTDSVYNNSKSSEKRNEGMENKNSGGYWDEKKRSRHEFKATDSSTDGYETLSCFLT
TDLKKYCLNWRFESTALFGQRCNEIFGFKTFFNWMHPVLERCTIYVGDPYCPVADRMH
RQLQDHADSGIFIHNPRGGIEGYCQKLWTLISISAIHLAAVRVGVRVSAMVQGDNQAIA
VTSRVPVAQTYKQKKNHVYEEITKYFGALRHVMFDVGHELKLNETIISSKMFVYSKRIY
YDGKILPQCLKALTKCVFWSETLVDENRSACSNISTSIAKAIENGYSPILGYCIALYKTCQ
QVCISLGMTINPTISPTVRDQYFKGKNWLRCAVLIPANVGGENYMSTSRCFVRNIGDPAV
AALADLKRFIRADLLDKQVLYRVMNQEPGDSSFLDWASDPYSCNLPHSQSITTIKNITA
RSVLQESPNPLLSGLFTETSGEEDLNLASFLMDRKVILPRVAHEILGNSLTGVREAIAGML
DTTKSLVRASVRKGGLSYGILRRLVNYDLLQYETLTRTLRKPVKDNIEYEYMCSVELAV
GLRQKMWIHLTYGRPIHGLETPDPLELLRGIFIEGSEVCKLCRSEGADPIYTWFYLPDNID
LDTLT

NGCPAIRIPYFGSATDERSEAQLGY VRNLSKPAKAAIRIAMVYTWAYGTDEISWMEAAL
TAQTRANLSLENLKLLTPVSTSTNLSHRLKDTATQMKFSSATLVRASRFITISNDNMALK
EAGESKDTNLVYQQIMLTGLSLFEFNMRYKKGSLGKPLILHLHLNNGCCIMESPQEANTIP
PRSTLDLEITQENNKLIYDPDPLKDVDLELFSKVRDVVHTVDMTYWSDDEVIRATSICTA
MTIADTMSQLDRDNLKEMIALVNDDDVNSLITEFMVIDVPLFCSTFGGILVNQFAYSLY
GLNIRGREEIWGHVVRILKDTSHAVLKVLSNALSHPKIFKRFWNAGVVEPVYGPNLSNQ
DKILLALSVCEYSVDLFMHDWQGGVPLEIFICDNDPDVADMRRSSFLARHLAYLCSLAE
ISRDGPRLESMNSLERLESLKSYLELTFLDDPVLRYSQLTGLVIKVFPSTLTYIRKSSIKVL
RTRGIGVPEVLEDWDPEADNALLDGIAAEIQQNIPLGHQTRAPFWGLRVSKSQVLRLRG
YKEITRGEIGRSGVGLTLPFDGRYLSHQLRLFGINSTSCLKALELTYLLSPLVDKDKDRLY
LGEGAGAMLSCYDATLGPCINY YNSGVYSCDVNGQRELNIYPAEVALVGKKLNNVTSL
GQRVKVLFENGNPGSTWIGNDECEALIWNELQNSSIGLVHCDMEGGDHKDDQVVLHEH
YSVIRIAYLVGDRDVVLISKIAPRLGTDWTRQLSLYLRYWDEVNLIVLKTSNPASTEMYL
LSRHPKSDIEDSKTVLASLLPLSKEDSIKIEKWILIEKAKAHEW VTRELREGSSSSGMLRP
YHQALQTFGFEPNLYKLSRDFLSTMNIADTHNCMIAFNRVLKDTIFEWARITESDKRLKL
TGKYDLYPVRDSGKLKTISRRLVLSWISLSMSTRLVTGSFPDQKFEARLQLGIVSLSSREI
RNLRVITKTLLYRFEDIIHSITYRFLTKEIKILMKILGAVKMFGARQNEYTTVIDDGSLGDI
EPYDSS

pSeVc-RSVF(F-HN) (SEQ ID NO:18)
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ACCAAACAAGAGAAAAAACATGTATGGGATATATAATGAAGTTAGACAGGATTTTAGGGT
CAAAGTATCCACCCTGAGGAGCAGGTTCCAGACCCTTTGCTTTGCTGCCAAAGTTCACGA
TGGCCGGGTTGTTGAGCACCTTCGATACATTITAGCTCTAGGAGGAGCGAAAGTATTAATA
AGTCGGGAGGAGGTGCTGTTATCCCCGGCCAGAGGAGCACAGTCTCAGTGTTCGTACTAG
GCCCAAGTGTGACTGATGATGCAGACAAGTTATTCATTGCAACTACCTTCCTAGCTCACT
CATTGGACACAGATAAGCAGCACTCTCAGAGAGGAGGGTTCCTCGTCTCTCTGCTTGCCA
TGGCTTACAGTAGTCCAGAATTGTACTTGACAACAAACGGAGTAAACGCCGATGTCAAAT
ATGTGATCTACAACATAGAGAAAGACCCTAAGAGGACGAAGACAGACGGATTCATTGTGA
AGACGAGAGATATGGAATATGAGAGGACCACAGAATGGCTGTTTGGACCTATGGTCAACA
AGAGCCCACTCTTCCAGGGTCAACGGGATGCTGCAGACCCTGACACACTCCTTCAAACCT
ATGGGTATCCTGCATGCCTAGGAGCAATAATTGTCCAAGTCTGGATTGTGCTGGTGAAGG
CCATCACAAGCAGCGCCGGCTTAAGGAAAGGGTTCTTCAACAGGTTAGAGGCGTTCAGAC
AAGACGGCACCGTGAAAGGTGCCTTAGTTTTCACTGGGGAGACAGTTGAGGGGATAGGCT
CGGTTATGAGATCTCAGCAAAGCCTTGTATCTCTCATGGTTGAGACCCTTGTGACTATGA
ATACTGCAAGATCTGATCTCACCACATTAGAGAAGAACATCCAGATCGTTGGGAACTACA
TCCGAGATGCAGGGCTGGCTTCCTTCATGAACACTATTAAATATGGGGTGGAGACAAAGA
TGGCAGCTCTAACGTTGTCAAACCTGAGGCCCGATATTAATAAGATTAGAAGCCTCATAG
ACACCTACCTGTCAAAAGGCCCCAGAGCTCCCTTTATCTGTATCCTCAAGGACCCTGTTC
ATGGTGAATTTGCTCCAGGCAATTATCCTGCACTATGGAGTTACGCCATGGGAGTCGCCG
TCGTACAGAACAAGGCAATGCAGCAGTACGTCACAGGGAGGACATACCTTGATATGGAAA
TGTTCTTACTAGGACAAGCCGTGGCAAAGGATGCTGAATCGAAGATCAGCAGTGCCCTGG
AAGATGAGTTAGGAGTGACGGATACAGCCAAGGAGAGGCTCAGACATCATCTGGCAAACT
TGTCCGGTGGGGATGGTGCTTACCACAAACCAACAGGCGGTGGTGCAATTGAGGTAGCTC
TAGACAATGCCGATATCGACCTAGAAACAGAAGCTCATGCGGACCAGGACGCTAGGGGTT
GGGGTGGAGAAAGTGGTGAAAGATGGGCACGTCAGGTGAGTGGTGGCCACTTTGTCACAC
TACATGGGGCTGAACGGTTAGAGGAGGAAACCAATGATGAGGATGTATCAGACATAGAGA
GAAGAATAGCCATGAGACTCGCAGAGAGACGGCAAGAGGATTCTGCAACCCATGGAGATG
AAGGCCGCAATAACGGTGTCGATCACGACGAAGATGACGATACCGCAGCAGTAGCTGGGA
TAGGAGGAATCTAGGATCATACGAGGCTTCAAGGTACTTGATCCGTAGTAAGAAAAACTT
AGGGTGAAAGTTCATCCACTGATCGGCTCAGGCAAGGCCACACCCAACCCCACCGACCAC
ACCCAGCAGTCGAGACAGCCACGGCTTCGGCTACACTTACCGCATGGATCAAGATGCCTT
CATTCTTAAAGAAGATTCTGAAGTTGAGAGGGAGGCGCCAGGAGGAAGAGAGTCGCTCTC
GGATGTTATCGGATTCCTCGATGCTGTCCTGTCGAGTGAACCAACTGACATCGGAGGGGA
CAGAAGCTGGCTCCACAACACCATCAACACTCCCCAAGGACCAGGCTCTGCCCATAGAGC
CAAAAGTGAGGGCGAAGGAGAAGTCTCAACACCGTCGACCCAAGATAATCGATCAGGTGA
GGAGAGTAGAGTCTCTGGGAGAACAAGCAAGCCAGAGGCAGAAGCACATGCTGGAAACCT
TGATAAACAAAATATACACCGGGCCTTTGGGGGAAGAACTGGTACAAACTCTGTATCTCA
GGATCTGGGCGATGGAGGAGACTCCGGAATCCTTGAAAATCCTCCAAATGAGAGAGGATA
TCCGAGATCAGGTATTGAAGATGAAAACAGAGAGATGGCTGCGCACCCTGATAAGAGGGG
AGAAGACCAAGCTGAAGGACTTCCAGAAGAGGTACGAGGAGGTACATCCCTACCTGATGA
AGGAGAAGGTGGAGCAAGTAATAATGGAAGAAGCATGGAGCCTGGCAGCTCACATAGTGC
AAGAGTAACTGGGGTCCTGGTGATTCCTAGCCCCGAACTCGAAGAGGCTGTGCTACGGAG
GAACAAAAGAAGACCTACCAACAGTGGGTCCAAACCTCTITACTCCAGCAACCGTGCCTGG
CACCCGGTCCCCACCGCTGAATCGTTACAACAGCACAGGGTCACCACCAGGAAAACCCCC
ATCTACACAGGATGAGCACATCAACTCTGGGGACACCCCCGCCGTCAGGGTCAAAGACCG
GAAACCACCAATAGGGACCCGCTCTGTCTCAGATTGTCCAGCCAACGGCCGCCCAATCCA
CCCGGGTCTAGAGACCGACTCAACAAAAAAGGGCATAGGAGAGAACACATCATCTATGAA
AGAGATGGCTACATTGTTGACGAGTCTTGGTGTAATCCAGTCTGCTCAAGAATTCGAGTC
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ATCCCGAGACGCGAGTTATGTGTTTGCAAGACGTGCCCTAAAGTCTGCAAACTATGCAGA
GATGACATTCAATGTATGCGGCCTGATCCTTTICTGCCGAGAAATCTTCCGCTCGTAAGGT
AGATGAGAACAAACAACTGCTCAAACAGATCCAAGAGAGCGTGGAATCATTCCGGGATAT
TTACAAGAGATTCTCTGAGTATCAGAAAGAACAGAACTCATTGCTGATGTCCAACCTATC
TACACTTCATATCATCACAGATAGAGGTGGCAAGACTGACAACACAGACTCCCTTACAAG
GTCCCCCTCCGTTTTTGCAAAATCAAAAGAGAACAAGACTAAGGCTACCAGGTTTGACCC
ATCTATGGAGACCCTAGAAGATATGAAGTACAAACCGGACCTAATCCGAGAGGATGAATT
TAGAGATGAGATCCGCAACCCGGTGTACCAAGAGAGGGACACAGAACCCAGGGCCTCAAA
CGCATCACGCCTCCTCCCCTCCAAAGAGAAGCCCACAATGCACTCTCTCAGGCTCGTCAT
AGAGAGCAGTCCCCTAAGCAGAGCTGAGAAAGCAGCATATGTGAAATCATTATCCAAGTG
CAAGACAGACCAAGAGGTTAAGGCAGTCATGGAACTCGTAGAAGAGGACATAGAGTCACT
GACCAACTAGATCCCGGGTGAGGCATCCTACCATCCTCAGTCATAGAGAGATCCAATTAA
TTAACAGCATCAGCCAGTAAAGATTAAGAAAAACTTAGGGTGAAAGAAATTTCACCTAAC
ACGGCGCAATGGCAGATATCTATAGATTCCCTAAGTTCTCATATGAGGATAACGGTACTG
TGGAGCCCCTGCCTCTGAGAACTGGTCCAGATAAGAAAGCCATCCCCTACATCAGGATTA
TCAAGGTAGGAGACCCTCCTAAACATGGAGTGAGATACCTAGATTTATTGCTCTTGGGTT
TCTTTGAGACACCGAAACAAACAACCAATCTAGGGAGCGTATCTGACTTGACAGAGCCGA
CCAGCTACTCAATATGCGGCTCCGGGTCGTTACCCATAGGTGTGGCCAAATACTACGGGA
CTGATCAGGAACTCTITAAAGGCCTGCACCGATCTCAGAATTACGGTGAGGAGGACTGTTC
GAGCAGGAGAGATGATCGTATACATGGTGGATTCGATTGGTGCTCCACTCCTACCATGGT
CAGGCAGGCTGAGACAGGGAATGATATTTAATGCAAACAAGGTCGCACTAGCTCCCCAAT
GCCTCCCTGTGGACAAGGACATAAGATTCAGAGTGGTGTTTGTCAATGGGACATCTCTAG
GGGCAATCACCATAGCCAAGATCCCAAAGACCCTTGCAGACCTTGCATTGCCCAACTCTA
TATCCGTTAACCTACTGGTGACACTCAAGACCGGGATCTCCACAGAACAAAAGGGGGTAC
TCCCAGTACTTGATGATCAAGGGGAGAAAAAGCTCAATTTTATGGTGCACCTCGGGTTGA
TCAGGAGAAAGGTCGGGAAGATATACTCTGTTGAGTACTGCAAGAGCAAGATTGAGAGAA
TGCGGCTGATTTTCTCACTTGGGTTAATCGGCGGTATAAGCTTCCATGTTCAGGTTACTG
GGACACTATCTAAGACATTCATGAGTCAGCTCGCATGGAAGAGGGCAGTCTGCTTCCCAT
TAATGGATGTGAATCCCCATATGAACCTGGTGATTTGGGCGGCATCTGTAGAAATCACAG
GCGTCGATGCGGTGTTCCAACCGGCCATCCCTCGTGATTTCCGCTACTACCCTAATGTTG
TGGCTAAGAACATCGGAAGGATCAGAAAGCTGTAAATGTGCACCCATCAGAGACCTGCGA
CAATGCCCCAAGCAGACACCACCTGGCAGTCGGAGCCACCGGGTCACTCCTTGTCTTAAA
TAAGAAAAACTTAGGGATAAAGTCCCTTGTGAGTGCTIGGTTGCAAAACTCTCCGTACGG
GAAACATGACAGCATATATCCAGAGGTCACAGTGCATCTCAACATCACTACTGGTTGTITC
TCACCACATTGGTCTCGTGTCAGATTCCCAGGGATAGGCTCTCTAACATAGGGGTCATAG
TCGATGAAGGGAAATCACTGAAGATAGCTGGATCCCACGAATCGAGGTACATAGTACTGA
GTCTAGTTCCGGGGGTAGACCTTGAGAATGGGTGCGGAACAGCCCAGGTTATCCAGTACA
AGAGCCTACTGAACAGGCTGTTAATCCCATTGAGGGATGCCTTAGATCTTCAGGAGGCTC
TGATAACTGTCACCAATGATACGACACAAAATGCCGGTGTTCCACAGTCGAGATTCTTCG
GTGCTGTGATTGGTACTATCGCACTTGGAGTGGCGACATCAGCACAGATCACCGCAGGGA
TTGCACTAGCCGAAGCGAGGGAGGCCAAAAGAGACATAGCGCTCATCAAAGAATCGATGA
CAAAAACACACAAGTCTATAGAACTGCTGCAAAACGCTGTGGGGGAACAAATTCTTGCTC
TAAAGACACTCCAGGATTTCGTGAATGATGAGATCAAACCCGCAATAAGCGAATTAGGCT
GTGAGACTGCTGCCTTAAGACTGGGTATAAAATTGACACAGCATTACTCCGGGCTGTTAA
CTGCGTTCGGCTCGAATTTCGGAACCATCGGAGAGAAGAGCCTCACGCTGCAGGCGCTGT
CTTCACTTTACTCTGCTAACATTACTGAGATTATGACCACAATCAGGACAGGGCAGTCTA
ACATCTATGATGTCATTTATACAGAACAGATCAAAGGAACGGTGATAGATGTGGATCTAG
AGAGATACATGGTTACCCTGTCTGTGAAGATCCCTATTCTTTCTGAAGTCCCAGGTGTGC
TCATACACAAGGCATCGTCTATTTCTTACAACATAGACGGGGAGGAATGGTATGTGACTG
TCCCCAGCCATATACTCAGTCGTGCTTCTTTCTTAGGGGGTGCAGACATAACCGATTGTG
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TTGAGTCCAGGTTGACCTATATATGCCCCAGGGATCCCGCACAACTGATACCTGACAGCC
AGCAAAAGTGTATCCTGGGGGACACAACAAGGTGTCCTGTCACAAAAGTTGTGGACAGCC
TTATCCCCAAGTTTGCTTTTGTGAATGGGGGCGTTGTTGCTAACTGCATAGCATCCACAT
GTACCTGCGGGACAGGCCGAAGACCAATCAGTCAGGATCGCTCTAAAGGTGTAGTATTCC
TAACCCATGACAACTGTGGTCTTATAGGTGTCAATGGGGTAGAATTGTATGCTAACCGGA
GAGGGCACGATGCCACTTGGGGGGTCCAGAACTTGACAGTCGGTCCTGCAATTGCTATCA
GACCCGTTGATATTTCTCTCAACCTTGCTGATGCTACGAATTTCTTGCAAGACTCTAAGG
CTGAGCTTGAGAAAGCACGGAAAATCCTCTCTGAGGTAGGTAGATGGTACAACTCAAGAG
AGACTGTGATTACGATCATAGTAGTTATGGTCGTAATATTGGTGGTCATTATAGTGATCG
TCATCGTGCTTTATAGACTCAGAAGGTCAATGCTAATGGGTAATCCAGATGACCGTATAC
CGAGGGACACATATACATTAGAGCCGAAGATCAGACATATGTACACAAACGGTGGGTTTG
ATGCGATGGCTGAGAAAAGATGATCACGAGTTTAAACAGATGTCTTGTAAAGCAGGCATG
GTATCCGTTGAGATCTGTATATAATAAGAAAAACTTAGGGTGAAAGTGAGGTCGCGCGGT
ACTTTAGCTGCGGCCGCACAATGGAGTTGCTAATCCTCAAAGCAAATGCAATTACCACAA
TCCTCACTGCAGTCACATTTTGTTTTGCTTCTGGTCAAAACATCACTGAAGAATTTTATC
AATCAACATGCAGTGCAGTTAGCAAAGGCTATCTTAGTGCTCTGAGAACTGGTTGGTATA
CCAGTGTTATAACTATAGAATTAAGTAATATCAAGAAAAATAAGTGTAATGGAACAGATG
CCAAGGCAAAATTGATAAAACAAGAATTAGATAAATATAAAAATGCTGTAACAGAATTGC
AGTTGCTCATGCAAAGCACACAAGCAACAAACAATCGAGCCAGAAGAGAACTACCAAGGT
TTATGAATTATACACTCAACAATGCCAAAAAAACCAATGTAACATTAAGCAAGAAAAGGA
AAAGAAGATTTCTTGGTTTTTTGTTAGGTGTTGGATCTGCAATCGCCAGTGGCGTTGCTG
TATCTAAGGTCCTGCACCTAGAAGGGGAAGTGAACAAGATCAAAAGTGCTCTACTATCCA
CAAACAAGGCTGTAGTCAGCTTATCAAATGGAGTTAGTGTCTTAACCAGCAAAGTGTTAG
ACCTCAAAAACTATATAGATAAACAATTGTTACCTATTGTGAACAAGCAAAGCTGCAGCA
TATCAAATATAGAAACTGTGATAGAGTTCCAACAAAAGAACAACAGACTACTAGAGATTA
CCAGGGAATTTAGTGTTAATGCAGGTGTAACTACACCTGTAAGCACTTACATGTTAACTA
ATAGTGAATTATTGTCATTAATCAATGATATGCCTATAACAAATGATCAGAAAAAGTTAA
TGTCCAACAATGTTCAAATAGTTAGACAGCAAAGTTACTCTATCATGTCCATAATAAAAG
AGGAAGTCTTAGCATATGTAGTACAATTACCACTATATGGTGTTATGGATACACCCTGTT
GGAAACTACACACATCCCCTCTATGTACAACCAACACAAAAGAAGGGTCCAACATCTGIT
TAACAAGAACTGACAGAGGATGGTACTGTGACAATGCAGGATCAGTATCTTTCTTCCCAC
AAGCTGAAACATGTAAAGTTCAATCAAATCGAGTATTTTGTGACACAATGAACAGTTTAA
CATTACCAAGTGAAGTAAATCTCTGCAATGTTGACATATTCAACCCCAAATATGATTGTA
AAATTATGACCTCAAAAACAGATGTAAGCAGCTCCGTTATCACATCTCTAGGAGCCATTG
TGTCATGCTATGGCAAAACTAAATGTACAGCATCCAATAAAAATCGTGGAATCATAAAGA
CATTTTCTAACGGGTGCGATTATGTATCAAATAAAGGGGTGGACACTGTGTCTGTAGGTA
ACACATTATATTATGTAAATAAGCAAGAAGGTAAAAGTCTCTATGTAAAAGGTGAACCAA
TAATAAATTTCTATGACCCATTAGTATTCCCCTCTGATGAATTTGATGCATCAATATCTC
AAGTCAACGAGAAGATTAACCAGAGCCTAGCATTTATTICGTAAATCCGATGAATTATTAC
ATAATGTAATTGCTGGTAAATCCACCACAAATATCATGATAACTACTATAATTATAGTGA
TTATAGTAATATTGTTATCATTAATTGCTGTTGGACTGCTCTTATACTGTAAGGCCAGAA
GCACACCAGTCACACTAAGCAAAGATCAACTGAGTGGTATAAATAATATTGCATTTAGTA
ACTAATTATAAGAAAAACTTAGGGTGAAAGTGAGCGGCCGCAAACAAGCACAGATCATGG
ATGGTGATAGGGGCAAACGTGACTCGTACTGGTCTACCTCTCCTAGTGGTAGCACTACAA
AATTAGCATCAGGTTGGGAGAGGTCAAGTAAAGTTGACACATGGTTGCTGATTCTCTCAT
TCACCCAGTGGGCTTTGTCAATTGCCACAGTGATCATCTGTATCATAATTTCTGCTAGAC
AAGGGTATAGTATGAAAGAGTACTCAATGACTGTAGAGGCATTGAACATGAGCAGCAGGG
AGGTGAAAGAGTCACTTACCAGTCTAATAAGGCAAGAGGTTATCGCAAGGGCTGTCAACA
TTCAGAGCTCTGTGCAAACCGGAATCCCAGTCTTGTTGAACAAAAACAGCAGGGATGTCA
TCCAGATGATTGATAAGTCGTGCAGCAGACAAGAGCTCACTCAGCTCTGTGAGAGTACGA
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TCGCAGTCCACCATGCCGAGGGAATTGCCCCTCTTGAGCCACATAGTTICTGGAGATGCC
CTGTCGGAGAACCGTATCTTAGCTCAGATCCTAAAATCTCATTGCTGCCTGGTCCGAGCT
TGTTATCTGGTTCTACAACGATCTCTGGATGTGTTAGGCTCCCTTCACTCTCAATTGGCG
AGGCAATCTATGCCTATTCATCAAATCTCATTACACAAGGTTGTGCTGACATAGGGAAAT
CATATCAGGTCCTGCAGCTAGGGTACATATCACTCAATTCAGATATGTTCCCTGATCTITA
ACCCCGTAGTGTCCCACACTTATGACATCAACGACAATCGGAAATCATGCTCTGTGGTGG
CAACCGGGACTAGGGGTTATCAGCTTTGCTCCATGCCGACTGTAGACGAAAGAACCGACT
ACTCTAGTGATGGTATCGAGGATCTGGTCCTTGATGTCCTGGATCTCAAAGGGAGCACTA
AGTCTCACCGGTATCGCAACAGCGAGGTAGATCTTGATCACCCGTTCTCTGCACTATACC
CCAGTGTAGGCAACGGCATTGCAACAGAAGGCTCATTGATATTTCTTGGGTATGGTGGGC
TAACCACCCCTCTACAGGGTGATACAAAATGTAGGACCCAAGGATGCCAACAGGTGTCGC
AAGACACATGCAATGAGGCTCTGAAAATTACATGGCTAGGAGGGAAACAGGTGGTCAGCG
TGATCATCCAGGTCAATGACTATCTCTCAGAGAGGCCAAAGATAAGAGTCACAACCATTC
CAATCACTCAAAACTATCTCGGGGCGGAAGGTAGATTATTAAAATTGGGTGATCGGGTGT
ACATCTATACAAGATCATCAGGCTGGCACTCTCAACTGCAGATAGGAGTACTTGATGTCA
GCCACCCTTTGACTATCAACTGGACACCTCATGAAGCCTTGTCTAGACCAGGAAATGAAG
AGTGCAATTGGTACAATACGTGTCCGAAGGAATGCATATCAGGCGTATACACTGATGCTT
ATCCATTGTCCCCTGATGCAGCTAACGTCGCTACCGTCACGCTATATGCCAATACATCGC
GTGTCAACCCAACAATCATGTATTCTAACACTACTAACATTATAAATATGTTAAGGATAA
AGGATGTTCAATTAGAGGCTGCATATACCACGACATCGTGTATCACGCATTTTIGGTAAAG
GCTACTGCTTTCACATCATCGAGATCAATCAGAAGAGCCTGAATACCTTACAGCCGATGC
TCTTTAAGACTAGCATCCCTAAATTATGCAAGGCCGAGTCTTAAATTTAACTGACTAGCA
GGCTGGCGCGCCTTGCTGACACTAGAGTCATCTCCGAACATCCACAATATCTCTCAGTCT
CTTACGTCTCTCACAGTATTAAGAAAAACCCAGGGTGAATGGGAAGCTTGCCATAGGTCA
TGGATGGGCAGGAGTCCTCCCAAAACCCTTCTGACATACTCTATCCAGAATGCCACCTGA
ACTCTCCCATAGTCAGGGGGAAGATAGCACAGTTGCACGTCTTGTTAGATGTGAACCAGC
CCTACAGACTGAAGGACGACAGCATAATAAATATTACAAAGCACAAAATTAGGAACGGAG
GATTGTCCCCCCGTCAAATTAAGATCAGGTCTCTGGGTAAGGCTCTTCAACGCACAATAA
AGGATTTAGACCGATACACGTTTGAACCGTACCCAACCTACTCTCAGGAATTACTTAGGC
TTGATATACCAGAGATATGTGACAAAATCCGATCCGTCTTCGCGGTCTCGGATCGGCTGA
CCAGGGAGTTATCTAGTGGGTTCCAGGATCTTTGGTTGAATATCTTCAAGCAACTAGGCA
ATATAGAAGGAAGAGAGGGGTACGATCCGTTGCAGGATATCGGCACCATCCCGGAGATAA
CTGATAAGTACAGCAGGAATAGATGGTATAGGCCATTCCTAACTTGGTTCAGCATCAAAT
ATGACATGCGGTGGATGCAGAAGACCAGACCGGGGGGACCCCTTGATACCTCTAATTCAC
ATAACCTCCTAGAATGCAAATCATACACTCTAGTAACATACGGAGATCTTGTCATGATAC
TGAACAAGTTGACATTGACAGGGTATATCCTAACCCCTGAGCTGGTCTTGATGTATTGTG
ATGTTGTAGAAGGAAGGTGGAATATGTCTGCTGCAGGGCATCTAGATAAGAAGTCCATTG
GGATAACAAGCAAAGGTGAGGAATTATGGGAACTAGTGGATTCCCTCTTCTCAAGTCTTG
GAGAGGAAATATACAATGTCATCGCACTATTGGAGCCCCTATCACTTGCTCTCATACAAC
TAAATGATCCTGTTATACCTCTACGTGGGGCATTTATGAGGCATGTGTTGACAGAGCTAC
AGACTGTTTTAACAAGTAGAGACGTGTACACAGATGCTGAAGCAGACACTATTGTGGAGT
CGTTACTCGCCATTTTCCATGGAACCTCTATTGATGAGAAAGCAGAGATCTTTTCCTTCT
TTAGGACATTTGGCCACCCCAGCTTAGAGGCTGTCACTGCCGCCGACAAGGTAAGGGCCC
ATATGTATGCACAAAAGGCAATAAAGCTTAAGACCCTATACGAGTGTCATGCAGTTTTTT
GCACTATCATCATAAATGGGTATAGAGAGAGGCATGGCGGACAGTGGCCCCCCTGTGACT
TCCCTGATCACGTGTGTCTAGAACTAAGGAACGCTCAAGGGTCCAATACGGCAATCTCTT
ATGAATGTGCTGTAGACAACTATACAAGTTTCATAGGCTTCAAGTTTCGGAAGTTTATAG
AACCACAACTAGATGAAGATCTCACAATATATATGAAAGACAAAGCACTATCCCCCAGGA
AGGAGGCATGGGACTCTGTATACCCGGATAGTAATCTGTACTATAAAGCCCCAGAGTCTG
AAGAGACCCGGCGGCTTATTGAAGTGTTCATAAATGATGAGAATTITCAACCCAGAAGAAA
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TTATCAATTATGTGGAGTCAGGAGATTGGTTGAAAGACGAGGAGTTCAACATCTCGTACA
GTCTCAAAGAGAAAGAGATCAAGCAAGAGGGTCGTCTATTCGCAAAAATGACTTATAAGA
TGCGAGCCGTACAGGTGCTGGCAGAGACACTACTGGCTAAAGGAATAGGAGAGCTATTCA
GGGAAAATGGGATGGTTAAGGGAGAGATAGACCTACTTAAAAGATTGACTACTCTITTICTG
TCTCAGGCGTCCCCAGGACTGATTCAGTGTACAATAACTCTAAATCATCAGAGAAGAGAA
ACGAAGGCATGGAAAATAAGAACTCTGGGGGGTACTGGGACGAAAAGAAGAGGTCCAGAC
ATGAATTCAAGGCAACAGATTCATCAACAGACGGCTATGAAACGTTAAGTTGCTTCCTCA
CAACAGACCTCAAGAAATACTGCTTAAACTGGAGATTTGAGAGTACTGCATTGTTTGGTC
AGAGATGCAACGAGATATTTGGCTTCAAGACCTTCTTTAACTGGATGCATCCAGTCCTTG
AAAGGTGTACAATATATGTTGGAGATCCTTACTGTCCAGTCGCCGACCGGATGCATCGAC
AACTCCAGGATCATGCAGACTCTGGCATTTTCATACATAATCCTAGGGGGGGCATAGAAG
GTTACTGCCAGAAGCTGTGGACCTTAATCTCAATCAGTGCAATCCACCTAGCAGCTGTGA
GAGTGGGTGTCAGGGTCTCTGCAATGGTTCAGGGTGACAATCAAGCTATAGCCGTGACAT
CAAGAGTACCTGTAGCTCAGACTTACAAGCAGAAGAAAAATCATGTCTATGAGGAGATCA
CCAAATATTITCGGTGCTCTAAGACACGTCATGTTTGATGTAGGGCACGAGCTAAAATTGA
ACGAGACCATCATTAGTAGCAAGATGTTITGTCTATAGTAAAAGGATATACTATGATGGGA
AGATTTTACCACAGTGCCTGAAAGCCTTGACCAAGTGTGTATTCTGGTCCGAGACACTGG
TAGATGAAAACAGATCTGCTTGTTCGAACATCTCAACATCCATAGCAAAAGCTATCGAAA
ATGGGTATTCTCCTATACTAGGCTACTGCATTGCGTTGTATAAGACCTGTCAGCAGGTGT
GCATATCACTAGGGATGACTATAAATCCAACTATCAGCCCGACCGTAAGAGATCAATACT
TTAAGGGTAAGAATTGGCTGAGATGTGCAGTGTTGATTCCAGCAAATGTTGGAGGATTCA
ACTACATGTCTACATCTAGATGCTTTGTTAGAAATATTGGAGACCCCGCAGTAGCAGCCC
TAGCTGATCTCAAAAGATTCATCAGAGCGGATCTGTTAGACAAGCAGGTATTATACAGGG
TCATGAATCAAGAACCCGGTGACTCTAGTTTTCTAGATTGGGCTTCAGACCCTTATTCGT
GTAACCTCCCGCATTCTCAGAGTATAACTACGATTATAAAGAATATCACTGCTAGATCTG
TGCTGCAGGAATCCCCGAATCCTCTACTGTCTGGTCTCTTCACCGAGACTAGTGGAGAAG
AGGATCTCAACCTGGCCTCGTTCCTTATGGACCGGAAAGTCATCCTGCCGAGAGTGGCTC
ATGAGATCCTGGGTAATTCCTTAACTGGAGTTAGGGAGGCGATTGCAGGGATGCTTGATA
CGACCAAGTCTCTAGTGAGAGCCAGCGTTAGGAAAGGAGGATTATCATATGGGATATTGA
GGAGGCTTGTCAATTATGATCTATTGCAGTACGAGACACTGACTAGAACTCTCAGGAAAC
CGGTGAAAGACAACATCGAATATGAGTATATGTGTTCAGTTGAGCTAGCTGTCGGTCTAA
GGCAGAAAATGTGGATCCACCTGACTTACGGGAGACCCATACATGGGTTAGAAACACCAG
ACCCTTTAGAGCTCTTGAGGGGAATATTTATCGAAGGTTCAGAGGTGTGCAAGCTTTGCA
GGTCTGAAGGAGCAGACCCCATCTATACATGGTTCTATCTTCCTGACAATATAGACCTGG
ACACGCTTACAAACGGATGTCCGGCTATAAGAATCCCCTATTTTGGATCAGCCACTGATG
AAAGGTCGGAAGCCCAACTCGGGTATGTAAGAAATCTAAGCAAACCCGCAAAGGCGGCCA
TCCGGATAGCTATGGTGTATACGTGGGCCTACGGGACTGATGAGATATCGTGGATGGAAG
CCGCTCTTATAGCCCAAACAAGAGCTAATCTGAGCTTAGAGAATCTAAAGCTGCTGACTC
CTGTTTCAACCTCCACTAATCTATCTCATAGGTTGAAAGATACGGCAACCCAGATGAAGT
TCTCTAGTGCAACACTAGTCCGTGCAAGTCGGTTCATAACAATATCAAATGATAACATGG
CACTCAAAGAAGCAGGGGAGTCGAAGGATACTAATCTCGTGTATCAGCAGATTATGCTAA
CTGGGCTAAGCTTGTTCGAGTTCAATATGAGATATAAGAAAGGTTCCTTAGGGAAGCCAC
TGATATTGCACTTACATCTTAATAACGGGTGCTGTATAATGGAGTCCCCACAGGAGGCGA
ATATCCCCCCAAGGTCCACATTAGATTITAGAGATTACACAAGAGAACAATAAATTGATCT
ATGATCCTGATCCACTCAAGGATGTGGACCTTGAGCTATTTAGCAAGGTCAGAGATGTTG
TACATACAGTTGACATGACTTATTGGTCAGATGATGAAGTTATCAGAGCAACCAGCATCT
GTACTGCAATGACGATAGCTGATACAATGTCTCAATTAGATAGAGACAACTTAAAAGAGA
TGATCGCACTAGTAAATGACGATGATGTCAACAGCTTGATTACTGAGTTTATGGTGATTG
ATGTTCCTTTATTTITGCTCAACGTTCGGGGGTATTCTAGTCAATCAGTTTGCATACTCAC
TCTACGGCTTAAACATCAGAGGAAGGGAAGAAATATGGGGACATGTAGTCCGGATTCTITA
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AAGATACCTCCCACGCAGTTCTAAAAGTCTITATCTAATGCTCTATCCCATCCCAAAATCT
TCAAACGATTCTGGAATGCAGGTGTCGTGGAACCTGTGTATGGGCCTAACCTCTCAAATC
AGGATAAGATACTCTTGGCCCTCTCTGTCTGTGAATATTCTGTGGATCTATTCATGCACG
ACTGGCAAGGGGGTGTACCGCTTGAGATCTTTATCTGTGACAATGACCCAGATGTGGCCG
ACATGAGGAGGTCCTCTTTCTTGGCAAGACATCTTGCATACCTATGCAGCTTGGCAGAGA
TATCTAGGGATGGGCCAAGATTAGAATCAATGAACTCTCTAGAGAGGCTCGAGTCACTAA
AGAGTTACCTGGAACTCACATTTCTTGATGACCCGGTACTGAGGTACAGTCAGTTGACTG
GCCTAGTCATCAAAGTATTCCCATCTACTTTGACCTATATCCGGAAGTCATCTATAAAAG
TGTTAAGGACAAGAGGTATAGGAGTCCCTGAAGTCTTAGAAGATTGGGATCCCGAGGCAG
ATAATGCACTGTTAGATGGTATCGCGGCAGAAATACAACAGAATATTCCTTTGGGACATC
AGACTAGAGCCCCTTTTTGGGGGTTGAGAGTATCCAAGTCACAGGTACTGCGTCTCCGGG
GGTACAAGGAGATCACAAGAGGTGAGATAGGCAGATCAGGTGTTGGTCTGACGTTACCAT
TCGATGGAAGATATCTATCTCACCAGCTGAGGCTCTTTGGCATCAACAGTACTAGCTGCT
TGAAAGCACTTGAACTTACCTACCTATTGAGCCCCTTAGTTGACAAGGATAAAGATAGGC
TATATTTAGGGGAAGGAGCTGGGGCCATGCTTTCCTGTTATGACGCTACTCTTGGCCCAT
GCATCAACTATTATAACTCAGGGGTATACTCTTGTGATGTCAATGGGCAGAGAGAGTTAA
ATATATATCCTGCTGAGGTGGCACTAGTGGGAAAGAAATTAAACAATGTTACTAGTCTGG
GTCAAAGAGTTAAAGTGTTATTCAACGGGAATCCTGGCTCGACATGGATTGGGAATGATG
AGTGTGAGGCTTTGATTTGGAATGAATTACAGAATAGCTCGATAGGCCTAGTCCACTGTG
ACATGGAGGGAGGAGATCATAAGGATGATCAAGTTGTACTGCATGAGCATTACAGTGTAA
TCCGGATCGCGTATCTGGTGGGGGATCGAGACGTTGTGCTTATAAGCAAGATTGCTCCCA
GGCTGGGCACGGATTGGACCAGGCAGCTCAGCCTATATCTGAGATACTGGGACGAGGTTA
ACCTAATAGTGCTTAAAACATCTAACCCTGCTTCCACAGAGATGTATCTCCTATCGAGGC
ACCCCAAATCTGACATTATAGAGGACAGCAAGACAGTGTTAGCTAGTCTCCTCCCTTTGT
CAAAAGAAGATAGCATCAAGATAGAAAAGTGGATCTTAATAGAGAAGGCAAAGGCTCACG
AATGGGTTACTCGGGAATTGAGAGAAGGAAGCTCTTCATCAGGGATGCTTAGACCTTACC
ATCAAGCACTGCAGACGTTTGGCTTTGAACCAAACTTGTATAAATTGAGCAGAGATTTCT
TGTCCACCATGAACATAGCTGATACACACAACTGCATGATAGCTTTCAACAGGGTTTTGA
AGGATACAATCTTCGAATGGGCTAGAATAACTGAGTCAGATAAAAGGCTTAAACTAACTG
GTAAGTATGACCTGTATCCTGTGAGAGATTCAGGCAAGTTGAAGACAATTTCTAGAAGAC
TTGTGCTATCTTGGATATCTTTATCTATGTCCACAAGATTGGTAACTGGGTCATTCCCTG
ACCAGAAGTTTGAAGCAAGACTTCAATTGGGAATAGTTTCATTATCATCCCGTGAAATCA
GGAACCTGAGGGTTATCACAAAAACTTTATTATACAGGTTTGAGGATATTATACATAGTA
TAACGTATAGATTCCTCACCAAAGAAATAAAGATTTTGATGAAGATTTTAGGGGCAGTCA
AGATGTTCGGGGCCAGGCAAAATGAATACACGACCGTGATTGATGATGGATCACTAGGTG
ATATCGAGCCATATGACAGCTCGTAATAATTAGTCCCTATCGTGCAGAACGATCGAAGCT
CCGCGGTACCTGGAAGTCTTGGACTTGTCCATATGACAATAGTAAGAAAAACTTACAAGA
AGACAAGAAAATTTAAAAGGATACATATCTCTTAAACTCTTGTCTGGTGGGTCGGCATGG
CATCTCCACCTCCTCGCGGTCCGACCTGGGCATCCGAAGGAGGACGTCGTCCACTCGGAT
GGCTAAGGGAGGGGCCCCCGCGGGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCT
GCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGG
GGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATCGAGACCTCGATGCCGGCTGATGCGG
TATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACA
ATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCG
CCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGG
AGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTC
GTGATACGCCTATTTITATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGT
GGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCA
AATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGG
AAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGC
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CTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTG
GGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTT
CGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTA
TTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAAT
GACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTITACGGATGGCATGACAGTAAGA
GAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACA
ACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACT
CGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACC
ACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACT
CTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTT
CTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTITATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGT
GGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTT
ATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATA
GGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAG
ATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAAT
CTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAA
AAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTITTICTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACA
AAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTIT
CCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCG
TAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATC
CTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGA
CGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCC
AGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGC
GCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACA
GGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGG
TTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTA
TGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTITACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCT
CACATGTTCTITCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAG
TGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAA
GCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGC
AGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTG
AGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTG
TGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCC
AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACGCGTTAATACGACTCACTATA

En particular, la presente divulgacion proporciona métodos, composiciones, construcciones de virus recombinantes y
formulaciones, y kits para un vector de virus Sendai modificado. Los virus pueden usarse para proteger de
infecciones a seres humanos u otros animales, o para su uso in vitro. Ademas, los vectores pueden usarse para
obtener imagenes in vitro o in vivo de la propagacion, la eliminacion y la transmisiéon viricas. Adicionalmente, los
aspectos divulgados contemplan un vector de virus Sendai con la inserciéon de un gen extrafio. Mas particularmente,
solo para ejemplo, pero sin limitacién, el gen extrafio podria ser un gen F y/o un gen G de RSV, un gen de hPIV de
Tipo 1-4, para su uso como una vacuna sola o en combinacién con otros vectores. Es aceptable la insercion de un
gen extrafio en cualquiera de las uniones intergénicas; sin embargo, se cree que podria ser preferible insertar el gen
extrafio entre los genes F y HN del virus Sendai debido a que esto proporciona suficiente virulencia para la infeccion
de un hospedador primates mientras proporciona suficiente expresion del gen F del RSV como para conferir
inmunidad protectora. Ademas, los estudios muestran que una pequefia cantidad de inéculo y una pequefia dosis del
virus Sendai podrian potenciar la relacion de la infeccion del aparato respiratorio superior en comparacion con la del
aparato respiratorio inferior, de modo que exista un margen aumentado de seguridad.

Adicionalmente, aspectos de la presente divulgacion contemplan algunas ventajas, incluyendo, solo para ejemplo,
pero sin limitacion, las siguientes: (i) una vacuna de virus Sendai no modificado es bien tolerada en seres humanos
basandose en ensayos clinicos Fase |, (ii) los seres humanos no son un hospedador natural del virus Sendai y no se
han notificado casos confirmados de infeccion por virus Sendai en seres humanos, (iii) los estudios en animales han
demostrado la produccién de anticuerpos y la estimulacion de la inmunidad celular tras la inoculacién intranasal de
una vacuna de virus Sendai, junto con inmunidad a largo plazo (se observa proteccién cuando los animales se
exponen al patégeno meses después de la inoculacion (Jones et al., 2009, Vaccine 27: 1848).

l. Desarrollo de una cepa Enders modificada

Si bien no es necesario entender el mecanismo de accién, se cree que el vector del virus Sendai recombinante
compuesto de un gen extraifio y un gen L modificado proporciona un vector eficaz y seguro para usar como vacuna.
Se construyeron diversas quimeras génicas de pSeV que contienen genes de la cepa Z y de la cepa Enders, para
tener la capacidad de identificar la regidon que afecta el rescate y el crecimiento del virus. Los resultados del rescate
y crecimiento del virus indican que se desea un vector virico quimérico de Enders/Z. Solo para ejemplo, pero sin
limitacion, se cree que es importante para un crecimiento eficaz un fragmento Ascl/Nhel que contiene la mitad N-
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terminal del gen L. Los virus que contienen esta parte de la cepa Z crecieron mejor que otras construcciones de
prueba. La construccion y los datos de crecimiento del virus se resumen a continuacion en la Figura 15y la Tabla 1.

Resumen de los resultados de rescate para diversos virus Sendai de la cepa Enders/cepa Z:

Tabla 1. Comparacion del crecimiento del virus mediante el examen del titulo de HA del liquido alantoideo de
huevos inyectados

Tabla 1. Rescate de diversos SeV quiméricos de Enders/Z.

Virus Porcion de la | Porcion Origen de los genes
cepaZ procedente
pSeVE(3)
NP (P M F HN |L Maximo
titulo de HA
SeV(E)3 E E E E E E 370
SeVa Kpnl/Notl Kpnl/Notl V4 z z V4 E E 730
(15.281-6.670) | (6670-15281)
SeVb Notl/Ascl Notl/Ascl E E E E z E 240
(6.670-8.441) |(8.441-6.670)
SeVc Ascl/Nhel Ascl/Nhel E E E E E *ZIE(1-1.135Z; |6.600
(8.441-11.960) | (11.960-8.441) 1.136-2.228E)
SeVd Sall/Notl Sall/Notl V4 E E E z z 2.200
(6.670-2.074) |(2.074-6.670)

Método: Se infectaron células 293T en placas de 6 pocillos con el virus de la variolovacuna recombinante vTF7.3
(10 ul/pocillo) durante 1 hora y se transfectaron con los ADNc del genoma completo de virus Sendai junto con los
genes NP, P y L del virus Sendai en el vector pTF1. Las células se cultivaron durante 2 dias, y después, las células
recogidas se inyectaron en huevos embrionados. Después de tres dias de cultivo a 35 °C se midieron los titulos de
virus en el liquido alantoideo. Z: Cepa Z, E: Cepa Enders.

Se hicieron cuatro quimeras para crear un genoma completo del virus Sendai, que combina genes de origen Enders
y Z. A continuacion se analizé el crecimiento en los virus rescatados y se midié mediante el maximo titulo de HA. *En
el caso de SeVc, el gen L se obtuvo parcialmente de Enders y parcialmente de Z, dando como resultado de forma
eficaz una cepa Enders modificada con ocho cambios de aminoacidos en la proteina L de Enders. Esta modificacion
produjo inesperadamente un virus con capacidad de rescate facil mediante genética inversa, atenuacién en primates
y suficiente capacidad de replicacion como para sustentar la inmunogenicidad en primates. Los virus Sendai SeVb,
SeVc y SeVd se diluyeron también en diversas concentraciones y se inyectaron en los huevos para observar su
crecimiento. Los datos también muestran que SeVc y SeVd crecieron mucho mejor que SeVb. Por lo tanto, si bien
no es necesario entender el mecanismo de accién, basandose en estos datos, para la construccion posterior de virus
recombinantes se usé pSeVc. A continuacién se describe el comportamiento de la vacuna de Enders modificada que
porta el gen F del RSV.

La vacuna basada en Enders modificada es atenuada en primates

La Figura 16 muestra la diferencia entre el crecimiento del virus Sendai Z, el virus Sendai Enders y una vacuna
basada en virus Sendai Enders modificada SeVc-RSVF(F-HN) en monos verdes africanos. La vacuna del virus
Sendai Enders y la vacuna basada en virus Sendai Enders SeVc-RSVF(F-HN) crecié en las vias respiratorias
superiores e inferiores (VRS y VRI) de los monos verdes africanos con un titulo menor, en comparacion con la cepa
Z de SeV (MPIV1a continuacion).

En referencia a las Figuras 16, 16A y B, muestran los titulos medios diarios de virus de un virus Sendai de la cepa Z
(MPIV1) y del virus paragripal humano tipo 1 (HPIV1) en un hisopado nasofaringeo (VRS) o un lavado traqueal (VRI)
después de la vacunacion intranasal e intratraqueal (Skiadopoulos et al. 2002 Virology 297:153), respectivamente.
Como se demuestra en este panel, el titulo maximo de MPIV1 después de una dosis de 10e6 (administrados por via
IT e IN) superd a 10e4 en Las VRS y superé a 10e6 en los VRI.

En referencia a las Figuras 16, 16C y D, muestran titulos diarios después de la vacunacién con la vacuna de virus
Sendai Enders (SeV) o la vacuna basada en virus Sendai Enders modificado recombinante que expresa F del RSV
(SeVc-RSVF(F-HN)). Cuando las dosis de la vacuna fueron 10e6 (administradas por via IT e IN), los titulos viricos
maximos fueron mas bajos que con Z. Eran aproximadamente de 10e3 en las VRS (16C, parte superior, 1 log
reducido en comparacion con Z) y aproximadamente de 10e4 en las VRI (16D, parte inferior, 2 logs reducidos en
comparacion con Z). El vector del virus Sendai basado en Enders estaba claramente atenuado en comparacién con
el virus Sendai Z, no obstante, mantuvo la inmunogenicidad.
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Las vacunas basadas en el virus Sendai Enders también tenian titulos considerablemente menores en comparacion
con una vacuna de F del RSV F basada en b/hPIV-3 después de la administracion a monos verdes africanos. La
vacuna de F del RSV basada en b/hPIV-3 ya esta en ensayos clinicos en bebés. La vacuna de F del RSV basada en
b/hPIV-3 crecid hasta titulos maximos de >10e5 y 10e7 en las VRS y las VRI, respectivamente, en monos verdes
africanos, incluso cuando la vacuna se administré a una dosis de solo 2 x 10e5 (Tang et al. 2004 J. Virol. 78:11198).

La vacuna del virus Sendai basada en Enders suscita una respuesta inmunitaria en monos verdes africanos.

La Figura 17 muestra que la vacuna basada en el virus Sendai Enders modificado que porta el gen F del RSV en la
posicion F-HN (SeVc-RSVF(F-HN)) suscita una respuesta inmunitaria frente a F del RSV (A) y frente a los
componentes del virus Sendai (B) en monos verdes africanos. La respuesta de anticuerpos frente a F del RSV se
demostré analizando los sueros de los animales en un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
aproximadamente 3 semanas después de la vacunacion. Los animales de control fueron monos verdes africanos
que recibieron PBS por via intranasal e intratraqueal aproximadamente 3 semanas antes. El segundo grupo de
animales recibié un virus Sendai no modificado (SeV) por las mismas vias y el tercer grupo de animales recibi6 la
vacuna basada SeV Enders modificado que portaba el gen F del RSV F en la posiciéon F-HN (SeVc-RSVF(F-HN)).

La vacuna basada en Sendai virus Enders modificado recombinante que expresa F del RSV (SeVc-RSVF(F-HN))
protege a monos verdes africanos frente a la infeccién por RSV

La Figura 18 muestra que la vacuna basada en virus Sendai Enders modificado que porta el gen F del RSV en la
posicion F-HN protegié completamente a los monos verdes africanos frente a la infeccion por RSV de las vias
respiratorias inferiores. Los resultados muestran un andlisis de las muestras de LBA desde los tres a diez dias
después de la exposicidn al RSV. Los animales de prueba que recibieron la vacuna basada en virus Sendai Enders
modificado que porta el gen F del RSV (SeVc-RSVF(F-HN)) no presentaron virus de exposicion en el LBA (verde,
panel derecho B) en comparacién con los animales de control de la izquierda (azul y rojo, A).

Una dosis baja de la vacuna basada en virus Sendai Enders modificado que expresa F del RSV es protectora

La Figura 19 muestra que cuando el gen F del RSV se coloca en la posicion F-HN del SeV basado en Enders (SeVc-
RSVF(F-HN)), también confiere proteccion completa frente al RSV en ratas del algoddn, incluso cuando se
administra a dosis tan baja como 10e2. La actividad de la vacuna a una dosis tan baja es atractiva, tanto en términos
de eficacia de la vacuna como en términos de fabricacion de vacunas. Los resultados muestran los titulos del virus
RSV de exposicion en los pulmones tres dias después de la exposicidn en ratas del algodén de control y vacunadas.

Por lo tanto, la vacuna para el RSV basada en SeV Enders con RSV en la posicion F-HN (posiblemente también en
P-M y M-F u otras posiciones) tiene crecimiento suficiente como para proteger tanto a monos verdes africanos como
a ratas de algodédn frente a la exposicién a RSV. Las dosis de la vacuna pueden ser tan bajas como 10e2. El virus es
atenuado en monos verdes africanos, en comparacién con la cepa Z del SeV y en comparacion con la vacuna
b/hPIV3-RSV F que se encuentra actualmente en ensayos clinicos en bebés. Se cree que la vacuna basada en SeV
Enders parece ser un candidato extremadamente atractivo como vacuna no recombinante para hPIV-1 y como
vacuna recombinante para cualquier otro patégeno.

ll. Sistema modelo de PIV que utiliza luciferasa

Los estudios experimentales sobre la infeccion por hPIV en cultivos de tejidos y modelos animales han ayudado a
revelar mecanismos basicos de replicacion y a evaluar candidatos de vacunas preclinicas [Murphy et al. 2002, J Clin
Invest 110: 21-27; Moscona, A. 2005, J Clin Invest 115: 1688-1698; y Schaap-Nutt et al. 2010, Vaccine 28: 2788-
2798]. Sin embargo, ser capaz de visualizar la propagacion de la infeccion por PIV en animales vivos individuales
que son totalmente susceptibles a la enfermedad asociada al PIV permitiria investigaciones mas exhaustivas sobre
la patogénesis del PIV, las interacciones virus-hospedador y la transmision de virus. La colocacion de un gen
marcador en la estructura del virus Sendai puede ayudar al estudio del crecimiento del virus, el emplazamiento del
virus y la transmision del virus tanto in vivo como in vitro.

Como demostracion del sistema marcador, se colocé el gen de la luciferasa en diversas posiciones dentro del vector
del virus Sendai modificado. La Figura 9 muestra la estrategia. En referencia a la Figura 9, en el panel A se muestran
secuencias dentro de un plasmido de clonaciéon pGEMS3 disefiado técnicamente para contener sitios de restriccion
Notl flanqueantes, el gen indicador luciferasa de luciérnaga, secuencias de finalizacion génicas y de iniciacion
génicas. Para insertar el casete del gen indicador de luciferasa en tres uniones génicas (panel B), se clonaron tres
plasmidos del genoma del pSeV para que contengan un sitio de restriccion Notl Unico en cada una de las uniones
génicas P-M, M-F y F-HN. Para el pldsmido del genoma pSeV-luc(M-F*), la sefial de iniciacion subdptima de origen
natural AGGGATAAAG (SEQ ID NO: 19) se muté ademas a la sefial de iniciacion mas eficaz AGGGTGAAAG (SEQ
ID NO: 20) para compensar la atenuacion esperada debida a la adicion del gen extrafio y la uniéon génica adicional.
El casete del gen de la luciferasa de luciérnaga (panel a) se subcloné a partir del plasmido pGEM3 en los plasmidos
del genoma de pSeV usando los sitios de restriccion Nofl. El panel C muestra el disefio de plasmidos de ADNc de
pSeV para el rescate de los SeV de TS y recombinantes que contienen el gen indicador luciferasa (luc). Se muestran
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los emplazamientos de los genes del virus Sendai nucleoproteina (N), polimerasa (P), matriz (M), fusién (F),
hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y la proteina Large (grande) (L), asi como el promotor de la ARN polimerasa de
T7 (T7) y la secuencia de la ribozima del virus de la hepatitis delta (ribo). Las secuencias de iniciacion génicas se
muestran en verde y la secuencia de iniciacion génica de origen natural subdptima AGGGATAAAG (SEQ ID NO: 19)
entre los genes M y F del virus Sendai de TS se muestran en amarillo. Las secuencias de finalizaciéon génicas se
muestran en rojo. La secuencia lider 3' cadena arriba del gen N y la secuencia remolque 5' cadena abajo del gen L
no se muestran por simplicidad.

Los virus rescatados que expresan el gen de la luciferasa pueden administrarse a ratones y rastrearse durante una
evolucion temporal prolongada. Las vias respiratorias superiores e inferiores se puede controlar de esta manera. La
obtencién de imagenes por bioluminiscencia no invasiva de la infeccion por virus Sendai en las vias respiratorias de
los ratones vivos se muestra en la Figura 2. Se inocularon ratones de ocho semanas de edad por via intranasal con
7.000 UFP de SeVc-luc(P-M), SeVc-luc(F-HN) o SeVc-luc(M-F*). Cada 24 horas, se les inyectd a los ratones
sustrato de luciferina por via intraperitoneal, se anestesiaron con isoflurano, se obtuvieron imagenes con un
dispositivo Xenogen Lumina y después se dejé que se recuperaran. En referencia a la Figura 2, en un experimento,
se muestra la bioluminiscencia el dia 2 (panel a) o el dia 7 (panel b) posinfeccion (p.i.) para ratones 129/SvJ
infectados con SeVc-luc (PM), SeVc-luc(F-HN) o SeVc-luc(M-F*). En un segundo experimento, se muestra la
bioluminiscencia en el dia 2 (panel ¢) o el dia 7 (panel d) para ratones 129/SvJ, DBA/2, BALB/c o C57BL/6
infectados con SeVc-luc(M-F*). Los datos se presentan como radiacion, una medida de intensidad de
bioluminiscencia, en una escala logaritmica de arco iris. Los valores de radiaciéon van de 1x10° (azul) a 1x10° (rojo)
fotones/s/cm?/estereorradian. Los circulos rojos muestran las regiones de interés (RDI) para calcular el flujo total
(fotones/s) en la nasofaringe y los rectangulos rojos muestran las areas de RDI para la traquea y los pulmones. Si
bien no es necesario entender el mecanismo de accién, se cree que la metodologia también puede sustentar (i)
estudios de crecimiento de virus in vitro, (ii) estudios de virus en mudltiples cepas de ratones (iii) estudios de
transmisién de virus entre animales, (iv) estudios de dosificaciéon de virus, (v) estudios de volimenes de vacunas y
(vi) estudios de adyuvantes (a continuacién se proporcionan ejemplos). El siguiente texto describe el sistema de
luciferasa con mayor detalle, enfatizando sus numerosas aplicaciones.

A. INTRODUCCION

Los ratones son poco permisivos a la infeccion por los hPIV y la infeccion por hPIV en ratas del algodén, hamsteres,
las cobayas y los hurones habitualmente es asintomatica, con una patologia minima o indetectable en los pulmones
[Karron et al. 2007, Parainfluenza Viruses. 5% Ed. pag. 1497-1526]. Como resultado, una serie de estudios han
utilizado la infecciéon por el virus Sendai (SeV) en ratones como modelo para investigar la patogenia del PIV en un
contexto experimental [Nagai, Y. 1999, Rev Med Virol 9: 83-99 y Faisca et al. 2007, Res Vet Sci 82: 115-125]. El
virus Sendai es la contraparte murina del hPIV1, la causa principal de laringotraqueobronquitis (laringotraqueitis
aguda pediatrica) [Denny et al. 1983, Pediatrics 71: 871-876]. El virus Sendai y el hPIV1 tienen el 78 % de identidad
de secuencia de aminoacidos [Takimoto et al. 2005, Viral Immunol 18: 255-266], suscitan inmunidad protectora
cruzada [Dave et al. 1994, Virology 199: 376-383; Hurwitz et al. 1997, Vaccine 15: 533-540; y Sangster et al. 1995,
Virology 207: 287-291] y comparten similitudes epidemioldgicas y de tropismo de tejidos [Karron et al. 2007,
Parainfluenza Viruses. 52 Ed. pag. 1497-1526 y Faisca et al. 2007, Res Vet Sci 82: 115-125]. Ademas, si bien no es
necesario entender el mecanismo de accion, se cree que el virus Sendai se muestra prometedor como una vacuna
jenneriana para el hPIV1 [Slobod et al. 2004, Vaccine 22: 3182-3186] y como vector para el hRSV (RSV humano),
hPIV3 y hPIV2 [Jones et al. 2009, Vaccine 27: 1848-1857; Zhan et al. 2007, Vaccine 25: 8782-8793; y Zhan et al.
2008, Vaccine 26: 3480-3488].

A pesar de que el virus Sendai y los hPIV se aislaron por primera vez en la década de cincuenta y se estudiaron
durante mas de 50 afos [Karron et al. 2007, Parainfluenza Viruses. 5% Ed. pag. 1497-1526], los aspectos
fundamentales de la infeccién y la inmunidad del PIV siguen siendo desconocidos, aunque influirian directamente
sobre la comprensién de la patogenia y la transmisién del PIV, asi como en el desarrollo de medidas de control. Por
ejemplo, la propagacion espacial y temporal de la infeccién natural en las vias respiratorios después de la
transmisién del virus Sendai sigue siendo desconocida debido a que los experimentos clasicos que miden los titulos
de virus de ratones sacrificados estaban limitados por la gran variabilidad y error entre los animales, lo que da como
resultado en resultados ambiguos [lida, T. 1972, J Gen Virol 14: 69-75 y van der Veen et al. 1970, Arch Gesamte
Virusforsch 31: 237-246]. Tampoco se sabe como la transmisiéon del virus hPIV y el Sendai a menudo da como
resultado inmunidad sin provocar una patologia grave a su hospedador natural. La contribucién de la infeccién de las
VRI a la transmisién es desconocida. Finalmente, aunque la infeccion en los pulmones y la respuesta del
hospedador simultanea estédn claramente asociadas con la gravedad de la enfermedad [Karron et al. 2007,
Parainfluenza Viruses. 52 Ed. pag. 1497-1526; Faisca et al. 2007, Res Vet Sci 82: 115-125; Hall, CB 2001, N Engl J
Med 344: 1917-1928; y Henrickson, KJ 2003, Clin Microbiol Rev 16: 242-264], aun quedan muchas preguntas acerca
de la contribucién de la infeccion en las VRS vy la traquea con respecto al resultado clinico y la inmunidad protectora
[Sealy et al. 2010, Vaccine 28: 6749-6756 y Rudraraju et al. 2011, Virology 410: 429-436]. Si bien no es necesario
entender el mecanismo de accion, se cree que no hay estudios publicados que investiguen como la dosis de inéculo
del virus, la competencia replicativa del virus o la susceptibilidad genética del hospedador influye en el crecimiento y
eliminacion del virus Sendai en las VRS y la traquea.
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Por lo tanto, la presente divulgacién contempla aspectos para medir in vivo la dinamica de la infeccion por el PIV y la
inmunidad en animales vivos. Por lo tanto, se generaron tres SeV que expresan luciferasa para la obtenciéon de
imagenes por bioluminiscencia no invasiva en ratones. Se ha informado anteriormente sobre sistemas analogos para
ADN vy virus de ARN de polaridad positiva [Luker et al. 2008, Antiviral Res 78: 179-187] pero hasta ahora han sido
elusivos para los virus de ARN de polaridad negativa, debido en gran medida a la atenuacién de los virus [Hasan et
al. 1997, J Gen Virol 78 (Pt 11): 2813-2820] o la inestabilidad genética resultante de la insercion del gen informador
[Manicassamy et al. 2010, Proc Natl Acad Sci USA 107: 11531-11536]. Se cree que el virus Sendai es un candidato
ideal para la obtencidon de imagenes no invasivas debido a que (i) la expresion de genes extrafios mediante vectores
de paramixovirus es habitualmente genéticamente estable [Bukreyev et al. 2006, J Virol 80: 10293-10306], (ii) se ha
demostrado de forma satisfactoria la obtencién de imagenes in vivo de un virus Sendai no replicativo en ratones
intactos [Griesenbach et al. 2008, Biomaterials 29: 1533-1540] y (iii) la concordancia del virus Sendai y el
hospedador murino permitiria estudios de patogenia [Faisca et al. 2007, Res Vet Sci 82: 115-125]. Para los estudios
de patogenia y de transmision descritos en el presente documento, se disefié técnicamente el virus indicador SeVc-
luc(M-F*), el cual expresa altos niveles de luciferasa, y sin embargo se replica, y provoca enfermedad en ratones de
forma similar al virus de tipo silvestre (TS). Se obtuvieron imagenes de la dinamica in vivo de la infeccion por virus
Sendai en ratones vivos intactos, después de la inoculacién directa y después de la transmisién por contacto en
funcién de la dosis del virus y la cepa del ratén. Inesperadamente, se descubrié un tropismo de tejido dicotdomico en
el cual las VRS vy la traquea sustentaban un crecimiento robusto del virus, una transmisién eficaz y una inmunidad
protectora incluso en condiciones que daban lugar a una pequefia infeccion en los pulmones. En su conjunto, el
sistema de obtencién de imagenes por bioluminiscencia y las diferencias en el tropismo de tejido en la infeccién por
PIV proporcionan un modelo para comprender la infeccion y transmision in vivo por paramixovirus respiratorios, y un
medio para direccionar terapias antiviricas y dirigir vacunas vivas sobre una base de especificidad de tejido.

B. MATERIALES Y METODOS

I. Cultivo celular. Se cultivaron cultivos en monocapa de células LLC-MK2 en medio esencial minimo de
Dulbecco (DMEM) complementado con suero fetal bovino al 10 %, L-glutamina al 1 %, penicilina al 1 % y
estreptomicina al 1 % a 37 °C + CO al 5 %.

Il. Virus Sendai recombinantes. Se clonaron sitios Unicos de reconocimiento Notl en las uniones intergénicas
P-M, M-F y F-HN de un plasmido del genoma viral pSeV basado en Enders, utilizando sitios de clonacion
descritos anteriormente [Tokusumi et al. 2002, Virus Res 86: 33-38]. El gen de luciferasa de luciérnaga se
amplificd por PCR usando el vector pGL3 Basic (Promega) y una pareja de cebadores etiquetados con Ascl, se
subcloné en un plasmido lanzadera que contenia una unién intergénica del virus Sendai y sitios de restriccion
Notl flanqueantes [Tokusumi et al. 2002, Virus Res 86: 33-38] y después se subcloné en el uUnico sitio Notl de
cada uno de los plasmidos de genoma virico pSeV. Dentro del plasmido pSeV-luc(M-F), la sefial de iniciacién
cadena arriba de la proteina F se cambié de AGGGATAAAG (SEQ ID NO: 19) a AGGGTGAAAG (SEQ ID NO:
20) utilizando el kit de mutagénisis dirigida QuikChange™ (Stratagene Corp). Los SeV recombinantes se
rescataron a partir de los plasmidos del genoma pSeV como se describié anteriormente [Zhan et al. 2008,
Vaccine 26: 3480-3488]. El genoma de Sendai de la cepa de Enders modificado consiste en un gen L del virus
Sendai modificado que contiene los siguientes cambios de aminoacidos: S a G en la posicién 155, R a K en la
posicion 258, G a E en la posicion 466, G a E en la posicion 482, S a R en la posicion 581, Q a R en la posicion
717, T al en la posicion 800 y R a K en la posicion 852.

lll. Expresion de luciferasa in vitro. Las células LLC-MK2 infectadas con SeV (MOI 5 UFP/célula) se incubaron
a 33°C + CO2 al 5%, y los lisados se recogieron en diversos momentos p.i. Los ensayos de luciferasa se
realizaron usando el Luciferase Assay System (Promega) y los niveles de expresién se midieron usando un
luminémetro automatizado (Turner Biosystems, Inc.), como se describié anteriormente [Luque et al. 2007, J Virol
81: 3130-3141].

IV. Titulos viricos y obtenciéon de imagenes por bioluminiscencia. Los titulos de virus a partir de curvas de
crecimiento de multiples etapas (MOl de 0,01 UFP/célula) y de tejidos homogeneizados se determinaron
mediante titulacion por placas en células LLC-MK2, como se describié anteriormente [Luque et al. 2010, J Virol
84: 810-821]. Se anestesiaron ratones hembra 129x1/SvJ o ratones BALB/c (Jackson Laboratories) de ocho
semanas de edad usando isoflurano (Baxter Health Care Corporation) y se inocularon por via intranasal (i.n.) con
30 pl de PBS o de virus. Para las Figuras 1D, 1E, 2, 3, 4E, 4F y 12, a los 3 d antes de la inoculacién con PBS o
virus, los ratones se anestesiaron mediante inyeccion IP de 300 ul de avertina (concentracion de 300 mg/kg) y el
pelaje del pecho se elimind mediante afeitado y aplicacién de una crema depilatoria, Se controlé la pérdida de
peso, la morbilidad y la mortalidad de los ratones de forma diaria. Antes de la obtencién de imagenes, se les
inyectd a los ratones por via intraperitoneal luciferina (Xenogen Corp) a una dosis de 150 mg/kg de peso corporal
y se anestesiaron con isoflurano durante 5 minutos. Las imagenes in vivo se adquirieron con el sistema de
camara IVIS CCD (Caliper Life Sciences) y se analizaron con el programa informatico Living Image 3.2 (Caliper
Life Sciences) utilizando una exposicion de 60 s, 30 s 0 5 s (agrupamiento de 4 y una apertura de diafragma de
1). Las imagenes de pseudocolor (representativas de la bioluminiscencia) de los ratones se presentan utilizando
un agrupamiento de 4 en una escala colorimétrica que varia de 1x10° a 1x10° de radiacion superficial
(fotones/s/cmZ/estereorradién), que se define como el nimero de fotones que dejan un cm? de tejido e irradian en
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un angulo sélido de un estereorradian. Para cuantificar la bioluminiscencia, las regiones de interés (RDI) se
definieron de forma a manual y los datos representados en un grafico se expresan como flujo total (fotones/s),
que se define como la radiacién en cada pixel sumada sobre el area RDI (sz) x 41. Todos los estudios con
animales fueron aprobados por el Comité de cuidado y uso de animales del Hospital de Investigacion Infantil St.
Jude y se realizaron de acuerdo con las politicas institucionales pertinentes, las directrices de la Asociacion para
la acreditacion del cuidado de animales de laboratorio, las normativas de los Institutos Nacionales de Salud y las
leyes locales, estatales y federales.

V. Inmunologia. Se recogieron sueros de LLBA de animales sacrificados el dia 10 o el dia 60 p.i. Las muestras
de LLBA (3 ml) se centrifugaron para recoger el material celular y se colocaron en una placa de cultivo de tejidos
durante 1 h a 37 °C para eliminar las células adherentes. Las células en suspension se recogieron, los linfocitos
totales se recontaron al microscopio y los gldbulos rojos se lisaron. Para el analisis por citometria de flujo, las
células se tifieron con anticuerpos anti-CD4 conjugados con FITC (RM4-4) y anti-CD8b conjugados con PE (53-
5.8) (BD Biosciences Pharmingen). Los linfocitos se clasificaron a base de la dispersion directa y la lateral, y los
porcentajes de las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ se midieron dentro de este portal. Se usaron ELISA
para medir los niveles de anticuerpos especificos para virus Sendai o especificos para luciferasa presentes en
los sueros. Resumiendo, se recubrieron placas de 96 pocillos durante una noche con virus Sendai purificado roto
(10 pg/ml) o con luciferasa de luciérnaga (1 ug/ml, Abcam). Las placas se bloquearon con PBS que contenia
BSA al 1% y después se incubaron con muestras de suero diluidas en serie con base 10. Después de la
incubacién, las placas se lavan, se incuban con anti-IgG de ratén HRP de cabra (Southern Biotechnologies) y
después se lavan adicionalmente. Para cuantificar los niveles de anticuerpos, se afiadié sustrato TMB
(Kirkegaard y Perry Laboratories) a los pocillos, seguido de solucidon de detencidn, y se ley6 la absorbancia a una
longitud de onda de 450 nm. Para calcular los titulos de anticuerpos se usé el programa informatico GraphPad
Prism de regresién no lineal.

VI. Transmisién por contacto. Los animales donantes se inocularon por via intranasal con 30 pl de SeVc-luc(M-
F*)y alas 24 h p.i se colocaron de forma individual en jaulas que contenian 3 ratones de contacto sin tratamiento
previo. La bioluminiscencia se control6 de forma diaria hasta que los niveles de luminiscencia estuvieron de
forma consistente en niveles de fondo (~15 dias). Los sueros se recogieron el dia 60, de modo que los niveles de
anticuerpos especificos para el virus Sendai pudieran medirse, tal como se describe anteriormente. En el dia 63,
los ratones se expusieron a 7000 UFP de SeVc-luc(M-F*) administradas por via intranasal y se midio la
bioluminiscencia de forma diaria.

C. Materiales y métodos complementarios

I. Expresion in vitro de proteinas del virus Sendai. Los niveles de expresion de proteina viral se analizaron
por radioinmunoprecipitacion como se informé anteriormente [Luque et al. 2007, J Virol 81: 3130-3141 y Luque et
al. 2010, J Virol 84: 810-821]. Resumiendo, se infectaron células LLC-MK2 a una MOI de 5 UFP/célula, se
marcaron con 50 uCi [5°S] Promix (Amersham Pharmacia Biotech), se lisaron con tampén RIPA enfriado en hielo
y se clarificaron mediante centrifugacion. El sobrenadante se incubd durante una noche a 4 °C con anticuerpos
monoclonales anti-NP, P, M, F y HN de ratén y los complejos inmunitarios se adsorbieron a proteina G-
Sepharose (GE Healthcare) antes del fraccionamiento en geles PAGE-SDS bis-Tris al 12 % NuPAGE (Invitrogen)
y de la visualizaciéon como se describe anteriormente [Luque et al. 2010, J Virol 84: 810-821].

Il. Composicion del virus Sendai. Se inocularon con virus las cavidades alantoideas de huevos de gallina
embrionados de 10 dias de edad. El liquido alantoideo se recogié 72 hpi y se centrifugé 45 min a 3000 rpm para
eliminar los desechos celulares. Los sobrenadantes se colocaron en capas sobre un gradiente de sacarosa del
60-20 % y se centrifugaron a 24.000 rpom durante 3,5 horas para aislar viriones. Los viriones aislados se
diluyeron en tampén TNE y se purificaron adicionalmente en un colchén de sacarosa al 20 % mediante
centrifugacion a 24.000 rpm durante 15 horas. Los sedimentos de virus se resuspendieron en tampén RIPA y las
concentraciones de proteinas totales se determinaron usando el kit de ensayo de proteinas de BCA (Thermo
Sci.). Se corrieron niveles de proteina equivalentes en un gel SDS-PAGE al 4-12 %, el gel se tifi6 usando el
colorante de proteinas Blue BANDit™ (Amresco) y después se secd con un secador de geles BioRad a 60 °C
durante 45 minutos.

lll. Infeccién y transmision in vivo. La medicién de la afluencia de linfocitos T en el LLBA para linfocitos T
CD4+ y CD8+ se describe en el texto principal. Los ELISA especificos para luciferasa se realizaron
esencialmente como ELISA especificos para el virus Sendai, como se describe en el texto principal, excepto que
se utilizé proteina luciferasa de luciérnaga (Abcam) para recubrir placas de 96 pocillos. La obtencién de
imagenes de bioluminiscencia y las determinaciones de titulos viricos a partir de tejidos disecados también se
describen en el texto principal. En los experimentos de transmision por contacto, el tiempo hasta la deteccion se
midié como el primer dia que se registrd bioluminiscencia > 10° log1o fotones/s. Las areas bajo la curva (ABC)
para la bioluminiscencia se calcularon integrando las intensidades de bioluminiscencia con respecto al tiempo
usando el programa informatico IgorPro (Wavemetrics).
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D. RESULTADOS
I. Propiedades in vitro de los virus que expresan luciferasa

Para desarrollar un modelo en el cual la infeccién por PIV pueda visualizarse de forma no invasiva en ratones
intactos, se generaron tres virus Sendai recombinantes (virus SeVc) en los cuales se insertd la luciferasa de
luciérnaga en las uniones génicas P-M, M-F y F-HN del virus Sendai (Figura la, Figura 9).

Se esperaba que la insercidon de un gen adicional y una unién génica en el genoma del virus Sendai disminuyera la
expresion génica del virus cadena abajo y, por consiguiente, redujera la replicacion del virus [Tokusumi et al. 2002,
Virus Res 86: 33-38]. Para generar un virus Sendai que exprese la luciferasa que se espera que sufra poca o
ninguna atenuacion, se construyé el virus SeVc-luc(M-F*) para que contenga tanto el gen indicador de luciferasa
como la secuencia de iniciacién de la transcripcion mas eficaz AGGGTGAAAG (SEQ ID NO: 20) cadena arriba del
gen F (Figure 9). Por lo tanto, los efectos de atenuacion de la insercion del gen indicador podrian contrarrestarse
mediante la optimizacion de la secuencia de iniciacidon génica naturalmente ineficaz cadena arriba del gen F [Kato et
al. 1999, J Virol 73: 9237-9246]. Para las construcciones SeVc-luc(P-M) y SeVc-luc(F-HN) en las cuales el gen de la
luciferasa se insert6 en las uniones génicas P-M y F-HN, respectivamente, se dejé intacta la secuencia de iniciacion
de la transcripcién suboptima de origen natural cadena arriba del gen F (Figura 9).

Para determinar si los virus se atenuaron o eran virus limitados por temperatura, se midieron curvas de crecimiento
de multiples etapas con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,01 UFP/célula en células LLC-MK2 a 33 y 37 °C
(Figura 1b). Los titulos del SeVc-luc(M-F*), el SeVc-luc(F-HN) y el TS fueron similares a ambas temperaturas y
similares entre si, mostrando que estos dos virus que expresan luciferasa no se atenuaron sustancialmente ni eran
virus limitados por temperatura. Por el contrario, a 33 °C el virus SeVc-luc(P-M) tuvo una cinética de crecimiento
reducida y crecié aun mas lentamente a 37 °C. Para determinar qué tan eficazmente los virus SeVc expresaban el
gen indicador, se midi6 in vitro la expresion de la luciferasa en lisados de células LLC-MK2 (MOI 5 UFP/célula) con
un luminémetro (Figura 1c). La insercién cadena arriba del gen indicador en SeVc-luc(P-M) dio como resultado una
mayor expresién del gen indicador que la insercion cadena abajo en SeVc-luc(F-HN), como se ha descrito
anteriormente para inserciones de fosfatasa alcalina secretada [Tokusumi et al. 2002, Virus Res 86: 33-38]. La
expresion de la luciferasa por parte de SeVc-luc(M-F*) superdé a la de SeVc-luc(P-M) al cabo de las 6 h p.i.
(posinfeccion), mostrando que en el virus M-F* la secuencia de iniciacion génica potenciada disefiada técnicamente
(Figura 9) aumenta la transcripcion del gen indicador en los puntos de tiempo posteriores, quizas debido a una
mayor transcripcién cadena abajo del gen de la polimerasa L. Para determinar cédmo las inserciones del gen
indicador pueden haber alterado la expresiébn de los genes del virus Sendai, se midi®6 mediante
radioinmunoprecipitacion la expresion de proteinas del virus Sendai en células LLC-MK2 (MOI 5 UFP/célula). Los
niveles bajos de expresion de las proteinas M, F, HN y presumiblemente L por parte del virus SeVc-luc(P-M) (Figura
10a) muy probablemente provocaron el alto nivel de atenuacion de esta construccion del virus. La expresién de
proteinas viricas por parte de SeVc-luc(MF*) y SeVc-luc(F-HN) fue suficiente para generar viriones con
composiciones de tipo TS (Figura 10b,c), y estos dos virus indicadores crecieron in vitro a niveles similares a los del
virus del tipo salvaje.

Il. Virulencia de los virus que expresan luciferasa

Un virus indicador de luciferasa ideal para estudios de obtencidon de imagenes por bioluminiscencia no invasiva y de
la patogenia, expresaria altos niveles de luciferasa sin modificar la replicacién del virus y la gravedad de la
enfermedad en el hospedador murino natural, en comparacién con el virus de TS. Para determinar si los tres virus
SeVc que expresan luciferasa generados aqui, conservan la virulencia del virus Sendai de TS in vivo, se inocularon
ratones 129/SvJ con 7.000 UFP de virus por via intranasal, una dosis conocida por inducir niveles sustanciales de
morbilidad y mortalidad en esta cepa de raton [Faisca et al. 2005, Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 289: L777-
787]. En este experimento, se anestesid con isoflurano a los ratones y se les inoculd virus por via intranasal en un
volumen de 30 pl, un método de inoculacién que suministra ~ 1/3 del volumen a la nasofaringe y ~ 1/2 del volumen a
los pulmones [Southam et al. 2002, Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 282: L833-839]. La infeccion con el TS, el
SeVc-luc(M-F*) y el SeVc-luc(F-HN) dio como resultado pérdidas de peso promedio de ~ el 25 % y tasas de
mortalidad del 80 % (Figura 1d, e), mostrando que estos dos virus que expresan luciferasa se mantuvieron
completamente virulento a esta dosis. Por el contrario, el virus SeVc-luc(P-M) atenuado indujo solo un el 12 % de
pérdida de peso y no indujo mortalidad. La infeccién de ratones 129/SvJ con 70.000 o 700.000 UFP de SeVc-luc(P-
M) también dio como resultado una supervivencia del 100 % (datos no mostrados), demostrando adicionalmente que
el virus atenuado SeVc-luc(P-M) no es virulento.

La neumonia virica aguda por virus Sendai induce altos niveles de infiltracion de linfocitos en el liquido de lavado
broncoalveolar (LLBA) con un pico a ~ 10 dpi [Mo et al. 1995, J Virol 69: 1288-1291]. Para determinar si los virus que
expresan la luciferasa estimulan una afluencia de linfocitos comparable al TS, los ratones 129/SvJ infectados con
7.000 UFP se sacrificaron a los 10 dpi para la recuperacion de LLBA. De forma similar, se detectaron en LLBA altos
numeros de linfocitos totales, linfocitos T CD4+ vy linfocitos T CD8+ después de la infeccion con el TS, el SeVc-
luc(MF*) y el SeVc-luc(F-HN), mientras que la afluencia de linfocitos después de la infeccion con el SeVc-luc(PM)
atenuado se redujo ~ 10 veces (Figura 1f; Figuras 11a-b). Para determinar las gados en que los virus indicadores
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suscitaron anticuerpos que se unen al virus Sendai o a la luciferasa, los sueros también se recogieron a los 10 dpi.
Los tres virus SeVc suscitaron titulos de anticuerpos anti-virus Sendai similares al TS (Figura 1g). Los titulos de los
anticuerpos anti-luciferasa también fueron similares entre si para los tres virus indicadores (Figura 11c). Por lo tanto,
a pesar de ser atenuado y no virulento en ratones 129/SvJ, SeVc-luc(P-M) suscité una respuesta robusta de
anticuerpos. SeVc-luc(M-F*) indujo niveles de morbilidad y mortalidad como los del TS, aunque expresaba altos
niveles de luciferasa, lo que lo hace el mas adecuado como sustituto del virus de TS en experimentos de obtencion
de imagenes por bioluminiscencia en la patogenia y la transmision.

lll. Dindmica de la infecciéon en animales vivos

Para determinar si la bioluminiscencia no invasiva reflejaba con precision la infeccién in vivo, se inocularon ratones
129/Svd con 7.000 UFP por via intranasal, se obtuvieron imagenes con un instrumento Xenogen IVIS, y se
sacrificaron inmediatamente para poder recoger tejidos respiratorios para la medicion ex vivo de la luminiscencia y
de los titulos viricos. De acuerdo con estudios previos en ratones inmunocompetentes [Tashiro et al. 1988, Virology
165: 577-583 y Miyamae et al. 2005, J Vet Med Sci 67: 369-377], los titulos viricos y la bioluminiscencia se limitaron
a las vias respiratorias y, en estos estudios, se visualizaron claramente en la nasofaringe, la traquea y los pulmones.
Como se muestra en la Figura 12, las intensidades de bioluminiscencia in vivo en animales vivos se correlacionaron
bien con la luminiscencia ex vivo (R2 0,878) y los titulos viricos en la nasofaringe (R2 0,864), la traquea (R2 0,915) y
los pulmones (R2 0,961), validando la técnica como un medio para medir la infeccién in vivo de forma no invasiva.
Para determinar si los genes indicadores de luciferasa eran genéticamente estables en los tres virus SeVc, se
recuperaron tejidos pulmonares de los ratones 129/SvJ inoculados con 7.000 UFP a los 7 dpi, se homogeneizaron y
se plaqueo en células LLC-MK2. Se recogieron cinco placas para cada uno de los tres virus que expresan luciferasa,
se transcribieron por RT-PCR y se secuenciaron. Ninguna de las placas individuales contenia el inserto de
luciferasa, no tenian mutaciones y expresaron luciferasa después de la infeccidn en células LLC-MK2. Si bien no es
necesario entender el mecanismo de accién, se cree que esto muestra que el gen indicador de luciferasa era
genéticamente estable en los tres virus SeVc después de 7 dias de replicacion in vivo.

Usando el sistema de obtencién de imagenes de bioluminiscencia presentado en el presente documento, se
midieron la cinética y el tropismo de la infeccion en ratones 129/SvJ intactos y se compararon los resultados de los
inventores con el método convencional de determinacion del titulo de virus de tejidos diseccionados (Figuras 2 y 3).
Al igual que el SeVc-luc(M-F *) y el SeVc-luc(F-HN) tenian tasas de replicacion in vitro y patogenicidades in vivo
similares al TS, estos virus SeVc también tenian titulos como los del WT en los cornetes nasales, la traquea y los
pulmones. En los cornetes nasales, se detectaron titulos de virus altos (>105 UFP) a los 2 dpi y se mantuvieron hasta
los 9 dpi, después de lo cual se produjo una eliminacién rapida (Figura 3b). De forma similar, se observaron altos
niveles de bioluminiscencia de la nasofaringe (>108 fotones/s) para los ratones 129/SvdJ infectados con SeVc-luc(M-
F*) entre 2 y 9 dpi, con un pico de alrededor de 5 dpi (Figura 3a). En los pulmones, los titulos de virus alcanzaron un
maximo a los 5 dpi y se eliminaron hasta niveles bajos a los 9 dpi. La infecciéon con SeVc-luc(PM) atenuado dio como
resultado titulos maximos en pulmén de ~10*UFP a los 5 dpi, casi 100 veces menor que el TS (Figura 3d) y, de
forma similar, niveles de bioluminiscencia bajos en los pulmones (Figura 3a), en consonancia con su fenotipo
atenuado y no virulento. Sin embargo, SeVc-luc(PM) crecié a titulos maximos altos (~1O5 UFP) en los cornetes
nasales, un nivel similar al TS a los 7 dpi (Figura 3c) y tenia altos niveles de bioluminiscencia en la nasofaringe entre
los 3y 6 dpi (Figura 3a).

IV. Tropismo tisular y dosis virica

Aunque se sabe que dosis de inoculacion mas bajas del virus Sendai reducen la infeccion y la patologia en los
pulmones, lo inventores no conocen ningun estudio publicado sobre la dependencia de la dosis de la infeccién en las
VRS o la traquea. Los estudios preliminares mostraron que la dosis infecciosa en ratén 50 (DIRso) para SeVc-
luc(MF*) era de 9 UFP y que una dosis de 70 UFP dio como resultado el 100 % de infeccién, similar a los resultados
obtenidos para el virus Sendai de TS en ratones [Kiyotani et al. 1993, J Virol 67: 7618-7622] y el hPIV1 en seres
humanos [Reichelderfer et al. 1958, Science 128: 779-780]. Se inocularon ratones 129/SvJ por via intranasal con 70,
700 o 7.000 UFP de SeVc-luc(M-F*) en volumenes iguales de 30 ul y después se midieron la bioluminiscencia y los
titulos viricos. En comparacién con una dosis de 7.000 PFU, la inoculaciéon de 70 UFP dio como resultado titulos
viricos y una bioluminiscencia en los pulmones ~10 veces menores (Figura 4a, b), y una menor pérdida de peso
(Figura 4c]. Por el contrario, la infeccion en la nasofaringe y la traquea después de la inoculacion de 70 UFP solo se
retrasé ~ 1 d en comparacién con 7.000 UFP, alcanzando un nivel similar de ~ 5 dpi (Figura 4a, b) e induciendo
titulos relativamente altos de anticuerpos especificos para el virus Sendai (> 105) (Figura 4d). Por lo tanto, si bien no
es necesario entender el mecanismo de accion, se cree que la inoculacion a dosis bajas de SeVc-luc(MF*) similar al
TS dio como resultado una infeccién sesgada a las VRS vy la traquea, induciendo una respuesta de anticuerpos
robusta sin provocar una patogenia grave.

V. Tropismo tisular y genética del hospedador
Diversas cepas de ratones endogamicos recombinantes difieren en sus susceptibilidades a la infeccion pulmonar por

el virus Sendai [Faisca et al. 2005, Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 289: L777-787; Brownstein, DG 1987, J Virol
61: 1670-1671; Brownstein et al. 1981, Am J Pathol 105: 156-163; y Brownstein et al. 1986, Lab Anim Sci 36: 126-
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129]. Por ejemplo, los ratones 129/SvJ y DBA/2 son altamente susceptibles a la infeccién pulmonar y su patogenia
resultante, mientras que los ratones BALB/c y C57BL/6 son altamente resistentes. No se ha informado anteriormente
cémo la genética del hospedador afecta la replicacion del virus Sendai en las VRS y la traquea. Por lo tanto, la
dinamica in vivo de la infeccién por el virus Sendai se midi6 en las cepas ratones 129/SvJ, DBA/2, C57BL/6 y
BALB/c, inoculados por via intranasal con 7.000 UFP de SeVc-luc(M-F*). Como se esperaba a partir de estudios
anteriores, el grado de infeccién en los pulmones y la pérdida de peso se correlacionaron entre si y siguieron la
tendencia C57BL/6 < BALB/c << DBA/2 < 129/SvJ (Figuras 2 y 4). Por el contrario, las VRS y la traquea fueron
altamente permisivas para la infeccion por virus Sendai, con niveles de bioluminiscencia similares para las cuatro
cepas de ratones. Por lo tanto, las VRS y la traquea de los ratones BALB/c y C57BL/6 fueron altamente permisivas
para la infeccidn por virus Sendai a pesar de la resistencia genética en los pulmones. Si bien no es necesario
entender el mecanismo de accion, se cree que estos resultados muestran que la susceptibilidad genética a la
infeccion por virus Sendai es especifica de tejido y que la infeccion reducida en los pulmones no se debe a una
menor infeccidn en las VRS o la traquea. En experimentos posteriores de transmision se usaron cepas de ratones
BALB/c y 129/SvJ con pelaje claro. Por lo tanto, Se midieron los titulos del virus Sendai en grupos de ratones
BALB/c sacrificados y se descubrié que los titulos ex vivo se correlacionan con la bioluminiscencia en ratones
intactos (Figura 13a), de la misma forma que para los ratones 129/SvJ. Comparado con ratones 129/SvJ, la infeccion
en los pulmones de ratones los BALB/c disminuyé al menos 10 veces, medida por bioluminiscencia (Figura 4e) y por
los titulos viricos (Figura 13b-c). Por consiguiente, los ratones BALB/c solo tenian sintomas clinicos muy leves,
incluyendo muy poca pérdida de peso (Figura 4f). Por el contrario, la infeccién nasofaringea en ratones BALB/c
alcanz6 un nivel similar al de los ratones 129/SvJ a los 3 dpi, medido por bioluminiscencia (Figura 4e) y por el titulo
virico (Figura 13b-c). En su conjunto, se cree que los estudios de obtencidon de imagenes por bioluminiscencia
revelaron tres condiciones en las que se observé una infeccion robusta en las VRS y la traquea, a pesar de una
infeccion reducida en los pulmones y de la poca pérdida de peso aparente: un virus atenuado, una dosis baja de
virus y una cepa resistente de ratén.

VI. Dinamica de la infeccién durante la transmisién por contacto

El control de la infeccidon precisa una comprensién de cémo se transmiten los patégenos. Se sabe que el virus
Sendai, los hPIV y hRSV se transmiten principalmente a través del contacto con secreciones respiratorias, a
diferencia de la transmision a larga distancia de aerosoles de particulas pequefas [lida, T. 1972, J Gen Virol 14: 69-
75; van der Veen et al. 1970, Arch Gesamte Virusforsch 31: 237-246; Henrickson, K.J. 2003, Clin Microbiol Rev 16:
242-264; Hall et al. 1981, J Pediatr 99: 100-103; y McLean et al. 1967, Can Med Assoc J 96: 1449-1453]. Ademas se
sabe que el crecimiento del virus Sendai [lida, T. 1972, J Gen Virol 14: 69-75] y del virus de la gripe [Lowen et al.
2007, PLoS Pathog 3: 1470-1476] en las VRS estimula la transmision. Dos antiguas preguntas fundamentales
acerca de la transmision del PIV, que permanecieron desconocidas, fueron (i) como el crecimiento del virus en los
pulmones de los donantes influye en la transmision y (ii) qué factores determinan la temporizacion de la transmision
y la propagacién de la infeccion especifica de tejido después de la transmision. Para abordar estas preguntas
fundamentales acerca de la transmision del PIV, se inocularon ratones donantes BALB/c y 129/SvJ con 70 o
7.000 UFP de SeVc-luc(MF*) y después se colocaron, a 1 dpi, 3 ratones de contacto sin tratamiento previo en una
jaula con 1 ratéon donante. La bioluminiscencia se midié diariamente en los ratones inoculados y los de contacto,
hasta que se elimind la infeccion primaria, se recogieron sueros en el dia 60, el dia 63 se expusieron los ratones a
7.000 UFP de SeVc-luc(MF*) y después se obtuvieron imagenes de los ratones diariamente para observar la
reinfeccion (Figura 5). Se cree que se observd, por bioluminiscencia nasofaringea y seroconversion, transmisioén a
cada raton de contacto sin tratamiento previo, incluso para los ratones BALB/c resistentes expuestos a animales
donantes inoculados con la dosis mas baja. La temporizacion de la transmision no estaba afectada por el grado de
infeccion pulmonar en los donantes, dado que los titulos en pulmén eran ~10 veces menores en los ratones
donantes BALB/c frente a los 129/SvJ después de la inoculacion de 7.000 UFP (Figura-13c), aunque los tiempos de
transmisién (diferencia en el tiempo hasta la deteccién en animales inoculados frente a los animales sometidos a
transmisién) fueron similares, de 3,3 y 3,4 dias, respectivamente (Figuras 6f). La infeccion de las VRS se produjo en
ambas cepas de ratones y puede contribuir a la transmision. No obstante, el principal determinante de la transmision
parece ser el desprendimiento de virus en las VRS y la traquea. Por ejemplo, el desprendimiento de alto titulo (> 10°
PFU) en las cavidades nasales y la traquea de los ratones donantes 129/SvJ (Fig 4a, b) y la transmision por contacto
(Figura 6e,f) se produjeron ambos ~ 1 dia antes, después de la inoculacién de 7.000 UFP, en comparacién con
70 UFP. En su conjunto, si bien no es necesario entender el mecanismo de accion, se cree que estos resultados
demuestran cémo los animales que sufren poca pérdida de peso aparente tienen la capacidad de estimular una
transmisién eficaz de la cepa de Enders del virus Sendai.

Para investigar la magnitud de la infeccidn por virus Sendai después de la transmision, estudios anteriores midieron
los titulos ex vivo en grupos de ratones de contacto sacrificados en distintos momentos después de la exposicion a
compaferos de jaula infectados [lida, T. 1972, J Gen Virol 14: 69-75 y van der Veen et al. 1970, Arch Gesamte
Virusforsch 31: 237-246]. Estos estudios clasicos produjeron resultados muy ambiguos en los cuales los titulos
variaban 100 veces de un dia a otro y la progresion de la infeccion en las vias respiratorias después de la
transmisién no era clara. Por lo tanto, se usé la obtencién de imagenes por bioluminiscencia no invasiva para medir
por primera vez la propagacion temporal y espacial de la infeccion por PIV a través de las vias respiratorias en
ratones vivos individuales después de la transmision. La dosis inoculada se varié en los donantes y en la cepa de
ratén, de forma que se pudieron investigar los determinantes viricos y del hospedador de la transmision. En las
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cuatro condiciones analizadas (ratones 129/Svd o BALB/c infectados con 70 o 7.000 UFP), después de la
transmisién el tropismo y la magnitud de la infecciéon en los animales de contacto fueron similares a los observados
después de la inoculacion directa con una dosis de 70 UFP de SeVc-luc(MF*) suministrada por via intranasal.
Después de la transmision, la bioluminiscencia se observé en primer lugar en la nasofaringe y luego se propago a la
tradquea y los pulmones un promedio de 0,8 y 1,0 dias mas tarde, respectivamente (Figura 14a-d). Se observo una
infeccion robusta en la nasofaringe y la traquea (Fig 6a-d, Fig 14e-h), y los bajos niveles de infeccion pulmonar
fueron consistentes con una poca pérdida de peso después de la transmision (Figura 6g-h). Para los cuatro grupos
de ratones, los titulos de anticuerpos especificos frente al virus Sendai en el dia 60 fueron altos de forma similar
(~106) y los animales estaban protegidos de forma universal durante el desafio en el dia 63 (Figura 5). Después de
la exposicion se detectd en solo 1 ratdon de contacto de 30, un bajo nivel de bioluminiscencia (<1O6 fotones/s) pero
no pérdida de peso, el animal con el nivel mas bajo de bioluminiscencia después de la infeccion primaria en los dias
5-12 (Figura 5b, circulos negros rellenos). Dado que este animal individual también tenia el nivel mas bajo de
anticuerpos especificos para virus Sendai en el dia 60 antes de la exposicion, puede precisarse un nivel umbral de
infeccion para la inmunidad protectora. En su conjunto, si bien no es necesario entender el mecanismo de accién, se
cree que la infeccion por virus Sendai después de la transmision se observdé como suficientemente robusta en las
VRS vy la traquea, aunque limitada en los pulmones, para inducir inmunidad protectora sin provocar una pérdida de
peso significativa en el hospedador murino compatible que es susceptible a la infeccion por el virus Sendai.

E. DISCUSION

La ensefianza actual proporciona la generacion y el uso de virus indicadores de luciferasa para estudiar por primera
vez la cinética de la infeccion por PIV en ratones vivos, después de la inoculacion directa y después de la
transmisién por contacto. En comparacién con el virus Sendai de TS, el virus SeVc-luc(M-F*) que expresa luciferasa
tiene una tasa de replicacion similar in vivo y suscita niveles similares de pérdida de peso, mortalidad, afluencia de
linfocitos en LLBA vy titulos de anticuerpos séricos. Las cepas de ratones susceptible (129/Sv) y resistente (BALB/c)
se infectaron por via intranasal con dosis de SeVc-luc(MF*) de 70 y 7.000 UFP y la propagacion de la infeccion se
midié mediante bioluminiscencia en ratones intactos vy titulos de virus ex vivo de animales sacrificados. Se descubrid
que las consecuencias de la infeccion en las VRS y la trdquea son distintas de la infeccion en los pulmones.
Inesperadamente, en todas las condiciones evaluadas, incluyendo la inoculacion de 70 UFP en ratones resistentes
BALBI/c, las VRS y la traquea sustentaron el crecimiento robusto del virus Sendai, la transmisién por contacto eficaz
y la inmunidad protectora, independientemente de la extension de la infeccion en los pulmones. Por el contrario, la
extension de la infeccidon en los pulmones varié segun la dosis del virus y la cepa del ratén, y también se
correlacioné altamente con la pérdida de peso y la mortalidad. En su conjunto, los resultados informados aqui
revelan una dicotomia especifica de tejido en las vias respiratorias, en la cual la infeccidon asintomatica en las VRS y
la traquea sustentan una transmisién eficaz, mientras que el grado de infeccidn y la respuesta del hospedador en los
pulmones determinan el resultado clinico.

Si bien no es necesario entender el mecanismo de accion, la presente divulgacién contempla por primera vez el
desarrollo de un sistema de obtencion de imagenes por bioluminiscencia no invasivo para visualizar la infeccion en
animales vivos por un virus ARN de polaridad negativa, usando el virus prototipo de los paramixovirus respiratorios
Sendai. El desarrollo de un paramixovirus no atenuado que expresa niveles suficientemente altos de un gen
indicador para la obtencién no invasiva de imagenes en animales pequefios ha sido un desafio debido a que estos
virus de ARN de polaridad negativa no segmentados tienen un mecanismo de transcripciéon polarizado [Lamb et al.
2007, Paramyxoviridae: The Viruses and Their Replication. 5% Ed. pag. 1449-1496]. Un avance significativo descrito
aqui es la generacion del virus SeVc-luc(M-F*), en el cual se espera que los efectos atenuantes de la insercién del
gen indicador [Tokusumi et al. 2002, Virus Res 86: 33-38] se contrarresten mediante la potenciacién de la secuencia
de iniciacion génica subdptima, de origen natural cadena arriba del gen F [Kato et al. 1999, J Virol 73: 9237-9246].
La expresion del gen F, un factor de virulencia [Anderson et al. 2008, J Virol 82: 10510-10518 y Luque et al. 2010, J
Virol 84: 810-821], también es regulado a la baja por hPIV1 [Bousse et al. 2002, J Virol 76: 8244-8251], hPIV3
[Spriggs et al. 1986, J Virol 59: 646-654], PIV5 [Rassa et al. 1998, Virology 247: 274-286], el virus del sarampion
[Cattaneo et al. 1987, Virology 160: 523-526] el virus del moquillo canino (CDV, forma siglada de canine distemper
virus) [Anderson et al. 2008, J Virol 82: 10510-10518] mediante ultratranscripcion o regiones largas no traducidas.

Por lo tanto, solo para ejemplo, pero sin limitacion, los aspectos de la presente descripcion contemplan que puedan
disefiarse técnicamente otros paramixovirus indicadores similares al TS que expresen altos niveles de luciferasa,
insertando el gen indicador en la uniéon M-F y manteniendo la expresion del gen F a través de mutaciones
compensadoras. La expresion del gen indicador sin atenuacion del virus Sendai también se ha logrado mediante la
construccién de un gen bicistronico que contiene un sitio interno de entrada al ribosoma [Touzelet et al. 2009, Virus
Res 140: 40-48], aunque todavia no esta claro si este enfoque alternativo produce suficiente expresion de luciferasa
para la obtencion de imagenes no invasivas de la infeccion in vivo. La insercidon de un gen indicador potenciado de
proteina verde fluorescente (eGFP) cadena abajo en la uniéon H-L de un CDV no atenuado ha permitido la obtencién
de imagenes ex vivo de la propagacion de paramixovirus en tejidos disecados de hurén [Rudd et al. 2006, J Virol 80:
9361-9370 y von Messling et al. 2004, Proc Natl Acad Sci USA 101: 14216-14221]. Sin embargo, se espera que la
insercién de un gen indicador de luciferasa cerca del extremo &' del genoma para evitar la atenuacion dé como
resultado niveles relativamente bajos de expresion del gen indicador, limitando la sensibilidad de las técnicas de
obtencién de imagenes no invasivas, como se observé aqui con el virus indicador SeVc-luc(F-HN).
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Si bien no es necesario entender el mecanismo de accién, se cree que el uso del gen indicador de luciferasa en el
presente trabajo permitié la medicién de la infeccion en todo el aparato respiratorio de animales intactos, de forma
que la propagacion y la eliminacion de la infeccidon pudieron medirse después de la inoculacion o la transmision. Por
lo tanto, se espera que se pueda construir una forma alternativa de este vector de virus Sendai, en la cual se use un
gen indicador distinto incluyendo, pero sin limitacién, una proteina fluorescente tal como eGFP. Los virus indicadores
que expresan eGFP también se han utilizado para estudiar la dinamica de la infeccién por CDV en hurones [Rudd et
al. 2006, J Virol 80: 9361-9370 y von Messling et al. 2004, Proc Natl Acad Sci USA 101: 14216-14221] y la infeccion
por virus del sarampion en monos [Lemon et al. 2011, PLoS Pathog 7: €e1001263 y de Swart et al. 2007, PLoS
Pathog 3: e178]. Se contempla que una ventaja del gen indicador eGFP sea que el tropismo de infeccion en los
tejidos disecados pueda estudiarse a nivel celular. Ademas, los virus que expresan eGFP también se pueden usar
para cuantificar y tipificar células infectadas en la sangre periférica, la piel y la boca de animales vivos. Los hPIV3 y
los SeV que expresan eGFP se han utilizado para estudiar el tropismo celular de la infeccion por PIV en cultivos
epiteliales primarios bien diferenciado. En el caso del hPIV3, se encontré que la infeccién estaba limitada a células
epiteliales ciliadas y provocaba poca citopatologia [Zhang et al. 2005, J Virol 79: 1113-1124]. Por el contrario, se
descubrio que el virus Sendai infecta células ciliadas y no ciliadas, pero no células caliciformes, y se observo que
induce cilioestasis, desprendimiento celular, apoptosis y degeneracion celular [Villenave et al. 2010, J Virol 84:
11718-11728]. Se desconoce si esta asociado con la transmision del virus Sendai el virus libre de células o el virus
asociado a células.

Sorprendentemente, aqui se encontrd que las VRS son altamente permisivas a la infeccion por virus Sendai, incluso
en condiciones que se sabe que limitan la infeccién en los pulmones: después de una baja dosis de virus, para un
virus atenuado y en cepas de ratones resistentes. Recientemente se ha demostrado que la inoculacion intranasal de
RSV en sujetos humanos también da como resultado titulos nasales méaximos igualmente altos para dosis de virus
que extienden en un intervalo de 100 veces [Devincenzo et al. 2010, Am J Respir Crit Care Med 182: 1305-1314].
Por supuesto, después de la transmision natural del RSV o el hPIV en seres humanos, las altas dosis de inoculacion
de virus en los pulmones pueden desempefiar un papel en el desarrollo de una enfermedad grave, como se observé
aqui para una inoculacién de alta dosis altas del virus Sendai en ratones.

Por lo tanto, si bien no es necesario entender el mecanismo de accion, los aspectos de la presente de divulgacion
contemplan que el virus Sendai es una vacuna jenneriana prometedora frente a hPIV1 [Karron et al. 2007,
Parainfluenza Viruses. 52 Ed. pag. 1497-1526 y Takimoto et al. 2005, Viral Immunol 18: 255-266], y los vectores de
vacuna del virus Sendai recombinantes que contienen un gen de la envoltura de RSV, hPIV3 o hPIV2 insertado en la
unioén génica F-HN han demostrado suscitar respuestas de linfocitos B y T que conducen a la proteccion frente a la
exposicion en modelos de pequefios animales [Jones et al. 2009, Vaccine 27: 1848-1857; Zhan et al. 2007, Vaccine
25: 8782-8793; y Zhan et al. 2008, Vaccine 26: 3480-3488]. Aunque el virus Sendai es patégeno en ratones, un
ensayo clinico en curso ha demostrado que el virus Sendai es bien tolerado en seres humanos [Slobod et al. 2004,
Vaccine 22: 3182-3186]. En primates no humanos, se ha demostrado que el virus Sendai protege frente a la
exposicion a hPIV1 sin efectos secundarios asociados [Hurwitz et al. 1997, Vaccine 15: 533-540 y Skiadopoulos et
al. 2002, Virology 297: 153-160]. Los resultados probablemente se deben en parte a la sensibilidad del virus Sendai
a la inmunidad innata mediada por IFN humana [Bousse et al. 2006, Virus Res 121: 23-32]. Ademas, las
realizaciones de la presente invencion también contemplan que a medida que el virus Sendai se desarrolle mas
como vector de vacuna, los SeV que expresan luciferasa y el sistema de obtencidon de imagenes desarrollados aqui
seran utiles para investigar como la dosis de vacuna, el volumen y la posicién de la inserciéon de antigenos extrafios
en el genoma del virus Sendai influyen en el crecimiento del vector especifico de tejido y la respuesta inmunitaria en
modelos de animales pequefios. La sustitucion del gen indicador de luciferasa en el virus Sendai por un antigeno de
vacuna podria modificar la replicacion in vivo del vector. Por ejemplo, se encontré que tres vectores de hPIV3
recombinantes distintos que expresan HN de hPIV1, HN de hPIV2 o HA del virus del sarampiodn, insertados en la
unioén génica P-M se replican a distintos niveles en hamsteres [Skiadopoulos et al. 2002, Virology 297: 136-152].

Si bien no es necesario entender el mecanismo de accién, se cree que otro hallazgo nuevo aqui fue que la eficacia y
la temporizacién de la transmision del virus Sendai se produjeron independientemente del grado de infeccidn
pulmonar, de los sintomas clinicos y de la genética del hospedador. También se ha observado la transmision del
hPIV1 a partir donantes humanos asintomaticos en un entorno experimental [Reichelderfer et al. 1958, Science 128:
779-780] y concuerda con las observaciones epidemioldgicas de los brotes de PIV en general [Hall, CB 2001, N Engl
J Med 344: 1917-1928 y Henrickson, KJ 2003, Clin Microbiol Rev 16: 242-264]. Estas observaciones sugieren que la
infeccion de las VRI y la gravedad de los sintomas clinicos serian malos predictores del potencial de transmision
para los esfuerzos en la vigilancia y el control de infecciones. De acuerdo con un trabajo anterior [lida, T. 1972, J
Gen Virol 14: 69-75 y Kiyotani et al. 1993, J Virol 67: 7618-7622], se observo que la transmision del virus Sendai
coincide con el crecimiento de virus con alto titulo en las VRS y es notablemente eficaz debido a la alta infectividad
del virus (por ejemplo, la DIR50 del virus Sendai es de < 10 UFP) hPIV1, hPIV3 y hRSV son altamente infecciosos
de forma similar y también se transmiten predominantemente por contacto directo o por exposicion indirecta a
secreciones nasales [Hall et al. 1981, J Pediatr 99: 100-103; McLean et al. 1967, Can Med Assoc J 96: 1449-1453;
Hall et al. 1981, Infect Immun 33: 779-783; Parrott et al. 1975, Dev Biol Stand 28: 389-399; y Tyrrell et al. 1959, Br
Med J 2: 909-911]. Si bien no es necesario entender el mecanismo de accion, en ausencia de un fAdrmaco profilactico
disponible para individuos no infectados en grupos de alto riesgo (por ejemplo, bebes prematuros e los
inmunodeprimidos), se cree que los resultados descritos aqui sugieren que el control de la infeccidon del PIV se
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centraria mejor en la reduccién del desprendimiento de las VRS de los infectados individuos, la desinfecciéon de
superficies contaminadas y el lavado de las manos. En contraste con el control de la infeccidon, que seria mejor si
limitara la infeccion de las VRS, seria mejor que los antiviricos terapéuticos estuvieran dirigidos a las VRS para
controlar las manifestaciones clinicas de la enfermedad asociada al PIV.

Se han identificado factores genéticos que modulan la susceptibilidad al virus y la gravedad de la enfermedad en
seres humanos [Stephens, HA 2010, Curr Top Microbiol Immunol 338: 99-114; Zhang et al. 2009, Infect Genet Evol
9: 1148-1157; y Arkwright et al. 2008, Curr Opin Infect Dis 21: 217-222] y en pulmones de ratones [Faisca et al.
2005, Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 289: L777-787; Brownstein, DG 1987, J Virol 61: 1670-1671; Brownstein et
al. 1986, Lab Anim Sci 36: 126-129; Simon et al. 2009, Infect Genet Evol 9: 1253-1259; Boon et al.2009, J Virol 83:
10417-10426; Anh et al. 2006, Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 291: L426-435; Itoh et al. 1991, J Vet Med Sci 53:
275-279; y Stark et al. 2002, J Med Virol 67: 92-100]. Si bien no es necesario entender el mecanismo de accion, se
cree que los presentes resultados muestran por primera vez que los factores genéticos que limitan el crecimiento del
virus en los pulmones de ratones resistentes BALB/c, en comparacién con los ratones susceptibles 129/Sv, no
limitan el crecimiento robusto del virus en las VRS y la traquea y, por consiguiente, no limitan la transmision.
Adicionalmente, de manera similar, se observaron altos grados de infeccién en las VRS y la traquea y bajos niveles
de infeccién en los pulmones después de la transmisién ya sea que los ratones BALB/c y 129/Sv se expusieran a
compainieros de jaula inoculados a dosis de virus altas o bajas. Si bien no es necesario entender el mecanismo de
accion, se cree que esto demuestra que la genética del hospedador no desempefia un papel importante en la
transmisién del PIV, al menos para estas cepas de ratones. Estas observaciones refuerzan la nocién presentada
aqui de que la transmisién y la patogenia son consecuencias independientes de la infeccion de las VRS frente a la
de las VRI, respectivamente, y pueden contrarrestarse con la mayor eficacia mediante estrategias especificas de
tejido. Se necesitan experimentos adicionales para delinear los mecanismos responsables de la alta permisividad de
las VRS y la traquea a la infeccion por virus Sendai en comparacién con los pulmones. Si bien no es necesario
entender el mecanismo de accién, se contempla que los posibles mecanismos incluyen el sitio de inoculacion en la
cavidad nasal, la temperatura mas baja en las VRS, las diferencias especificas de tejido en la replicacion del virus y
la inmunidad innata, y los mecanismos antiviricos en los pulmones, tal como la presencia de proteinas tensioactivas.
Un posible factor que contribuye a la reduccién de la replicacion en los pulmones pueden ser los niveles mas bajos
de triptasa de la célula de Clara secretada, que se necesita para escindir la proteina F a partir de un precursor
inactivado, de forma que pueda producirse la entrada del virus [Kido et al. 1992, J Biol Chem 267: 13573-13579 y
Tashiro et al. 1992, J Virol 66: 7211-7216].

La infeccion asintomatica que estimula la inmunidad y la transmisiéon representa una relacién equilibrada que
beneficia tanto al virus como al hospedador. Tal ha sido el caso de varias epidemias enzoéticas (clinicamente no
aparentes) de virus Sendai, en las cuales se mantuvieron infecciones subclinicas en colonias de ratéon y hamster
durante afios sin el desarrollo de una mayor patogenia y solo provocando ocasionalmente enfermedad aparente en
animales lactantes y viejos [Profeta et al. 1969, Am J Epidemiol 89: 316-324 y Zurcher et al. 1977, Lab Anim Sci 27:
955-962]. Dichas observaciones epidemioldgicas recuerdan a la baja virulencia pero alta transmisibilidad del virus
Sendai disefiado técnicamente por genética inversa descrito aqui, que se obtuvo de la cepa Enders que se habia
atenuado a través de numerosos ciclos de pases en huevos de gallina embrionados y que contenia modificaciones
en el gen L. Si bien no es necesario entender el mecanismo de accién, se cree que los resultados informados aqui
para la cepa Enders muestran que el desprendimiento aumentado de virus en los pulmones no aumenta ni el tiempo
de transmision ni la eficacia de transmisién, por lo tanto, puede no haber una ventaja selectiva para la replicacion
aumentada del virus Sendai en los pulmones. En su lugar, se sugiere el siguiente mecanismo para la interaccion
simbidtica virus-hospedador en epidemias enzodticas del virus Sendai: la infeccién natural después de la transmisién
es lo suficientemente limitada en los pulmones como para evitar los signos clinicos de la enfermedad pero
suficientemente robusta en la nasofaringe y la traquea como para estimular la transmision eficaz e inducir inmunidad
protectora.

También se han producido brotes epizoéticos (clinicamente aparentes) de virus Sendai que provocaron morbilidad y
altas tasas de mortalidad en colonias de ratones [Bhatt et al. 1974, Am J Epidemiol 100: 222-229; Ishida et al. 1978,
Adv Virus Res 23: 349-383; y Nakagawa et al. 1980, Nippon Juigaku Zasshi 42: 337-344]. Dos aislados de campo
estrechamente relacionados, altamente patdgenos del virus Sendai son las cepas Ohita y Hamamatsu [Sakaguchi et
al. 1994, Arch Virol 135: 159-164 y Itoh et al. 1997, J Gen Virol 78 (Pt 12): 3207-3215]. Aunque la inoculaciéon con
solo unas pocas UFP de la cepa Hamamatsu del virus Sendai sin pases da como resultado la mortalidad en ratones,
después de 50 pases en huevos el virus se atenua hasta 400 veces en DLRso [Kiyotani et al. 2001, Arch Virol 146:
893-908]. Se descubrid que las adaptaciones a células LLC-MK2 y huevos de gallina de las cepas altamente
patégenas Ohita y Hamamatsu han seleccionado mutaciones en la proteina C y en la regién lider no traducida,
respectivamente, que aumentan la replicacion en las células en cultivo pero atentan la replicacion y la patogenia en
los pulmones de los ratones [Garcin et al. 1997, Virology 238: 424-431; Fuijii et al. 2002, J Virol 76: 8540-8547; y
Sakaguchi et al. 2003, Virology 313: 581-587]. Si bien no es necesario entender el mecanismo de accién, se cree
que el sistema de obtencion de imagenes de bioluminiscencia descrito aqui seria util para determinar si las
mutaciones que atenuan la replicacion en los pulmones también atenuan la replicacion en las VRS vy la traquea,
reduciendo de este modo la transmisiéon, o si las mutaciones atenuantes en realidad estimulan la transmision
sostenida mediante el sostenimiento nasal y el desprendimiento traqueal de virus mientras se reduce la patogenia en
los pulmones. Dichos experimentos también pueden revelar si las observaciones sobre la propagacion del virus

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2689797 T3

Sendai y la transmisién informadas aqui para la cepa atenuada adaptada Enders al huevo se extienden a aislados
de campo altamente patdgenos y sin pases.

En resumen, si bien no es necesario entender el mecanismo de accién, se cree que se ha descrito el desarrollo del
virus indicador no atenuado SeVc-luc(MF*), que puede usarse para cuantificar la infeccion especifica de tejido en
ratones vivos, y un vector de vacuna candidato SeVc-luc(PM), que se replica preferentemente en las VRS. Si bien no
es necesario entender el mecanismo de accion, se contempla que los resultados revelen como la infeccion por
cepas de virus Sendai Enders se propaga en animales vivos individuales después de la inoculaciéon directa y
después de la transmision. Un hallazgo importante nuevo fue una aparente dicotomia fenotipica de la infeccion en
las VRS y la traquea, en comparacién con los pulmones, que da como resultado un desacoplamiento observado de
la patogenia y la transmisién. Si bien no es necesario entender el mecanismo de accion, se cree que las
herramientas para la obtencion de imagenes desarrolladas aqui proporcionaran un método para estudiar como la
dinamica de la infeccion y de la transmision estan determinadas por factores viricos, la genética del huésped, la
edad del huésped, el estado inmunitario, las condiciones ambientales y el modo de inoculacién. Solo para ejemplo,
pero sin limitacion, la infeccion puede rastrearse de forma no invasiva en ratones de TS y genosuprimidos, antes de
medir las respuestas inmunitarias ex vivo y después se entiendan en términos de la infeccién precedente. Ademas
podria desarrollarse una estrategia similar para obtener imagenes de la infeccidn por otros paramixovirus en
modelos de pequefos animales. Si bien no es necesario entender el mecanismo de accién, en su conjunto, las
realizaciones de la presente invencion contemplan el sistema modelo y los resultados, que sugieren enfoques
direccionados a tejidos para el control de infeccion y el desarrollo de vacunas para el P1V, y se espera que la técnica
de obtencion de imagenes por bioluminiscencia no invasiva ayude en analisis preclinicos de candidatos de vacuna y
agentes terapéuticos antiviricos.

lll. Utilidades

Por lo tanto, en un aspecto, la divulgacion contempla un vector de virus Sendai candidato que comprende un gen L
de Enders con aminoacidos sustituidos, que puede usarse como un vector no recombinante 0 como un vector
recombinante para expresar cualquier gen, o mas de un gen, en cualquier posicion. En otro aspecto, la divulgacion
contempla un vector de vacuna de virus Sendai candidato que es una quimera Enders/Z, tal como la que tiene un
gen L de Enders/ZL modificado, que tiene la capacidad de expresar el gen F o G del RSV en la posicion F-HN del
genoma del virus Sendai.

En otro aspecto mas, el gen extrafio podria colocarse en la unién intergénica P-M. Ademas, en otros aspectos, el
gen extrafio contemplado por la divulgacién incluye un gen o genes del hPIV tipo 1-4, en donde dicho gen (o genes)
se inserta entre los genes P-M y/o F-HN. Ademas, en otros aspectos, la divulgacion también contempla candidatos
de vacuna con uno o mas genes extrafios de mas de una fuente insertados en una o mas posiciones intergénicas,
de forma que podria actuarse a la vez sobre una o mas enfermedades que se tienen como objetivo para suscitar una
respuesta inmune dirigida. Si bien no es necesario entender el mecanismo de accion, se contempla que un vector de
vacuna de SeV modificado no recombinante o recombinante puede abarcar un gen L modificado que contiene las
siguientes sustituciones de aminoacidos: S155G, R258K, G466E, G482E, S581R, Q717R, T800! y R852K. Ademas,
en un aspecto adicional, la divulgacién contempla un medio visual de rastreo de la infeccién mediante el uso de
bioluminiscencia. La presente divulgacion contempla un sistema que comprende un vector de luciferasa que tiene la
capacidad de obtencion de imagenes de la progresion del virus y de la enfermedad patdgena asociada dentro de un
animal vivo, con la capacidad de investigar vectores de vacuna candidatos para su utilidad en la proteccion frente a
enfermedades especificas. Ademas, en algunos aspectos, la divulgacion contempla células hospedadoras para la
expresion de proteinas viricas. En un ejemplo, pero sin limitacion, las proteinas viricas expresadas podrian usarse
como un inmundgeno para suscitar una respuesta inmunitaria de un sujeto frente a un patégeno que se tiene como
objetivo o mudltiples patégenos que se tienen como objetivo. Solo para ejemplo, pero sin limitacion, las células
hospedadoras incluyen células LLC-MK2 (véase la Figura 1).

En otros aspectos, la divulgacion contempla usos terapéuticos y/o diagnédsticos. Si bien no es necesario entender el
mecanismo de accién, en algunos aspectos, la presente divulgacion contempla la generacion de anticuerpos para su
uso frente al virus modificado, proteinas viricas modificadas, incluyendo fragmentos, analogos, homélogos, péptidos
y/o combinaciones de los mismos. Dichos anticuerpos podrian utilizarse, por ejemplo, dentro de un inmunoensayo
de diagndstico tal como un ELISA, RIA e inmunoprecipitacion, entre otros, para la identificacion/diagnéstico de una
infeccion y/o enfermedad. La generacion de anticuerpos es conocida para los expertos en la materia. Ademas, los
procedimientos/directrices de laboratorio se pueden encontrar en Antibodies: A Laboratory Manual por Harlow et al.
(1988); Using Antibodies: A Laboratory Manual por Harlow et al. (1999); Kohler, G.; Milstein, C. (1975). "Continuous
cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity". Nature 256 (5517): 495.

Ademas, en algunos aspectos, la presente divulgacion contempla el uso de anticuerpos generados como un agente
terapéutico para el tratamiento frente a patégenos que se tienen como objetivo, incluido el uso de anticuerpos para el
suministro de farmacos secundarios, toxinas, entre otros. Adicionalmente, se contempla que las proteinas viricas se
puedan usar para una vacuna frente al virus. Los expertos en la materia conocen numerosas formulaciones de
vacuna. Las vacunas se pueden administrar solas o en combinaciéon con diversos adyuvantes/vehiculos. Los
expertos en la materia conocen vehiculos farmacéuticos. Estos, mas normalmente, serian vehiculos convencionales
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para la administracion de vacunas a seres humanos, que incluyen soluciones tales como agua estéril, solucion salina
y soluciones tamponadas a pH fisiolégico. Otros ingredientes incluyen excipientes, vehiculos, espesantes,
diluyentes, tampones, conservantes y tensioactivos.

En otros aspectos, si bien no es necesario entender el mecanismo de accion, la presente divulgacion contempla el
uso de la estructura del SeVc solo o en combinacion con otros genes de interés para su uso como vacuna, una
herramienta de investigacion, una herramienta de diagnéstico, una herramienta para la obtencion de imagenes, e
incluye cualquier otro uso similar, equivalentes, relacionado por parte de un experto en la materia.

PARTE EXPERIMENTAL

Se proporcionan los siguientes ejemplos a fines ilustrativos.
Ejemplo |

Cultivo celular

Se cultivaron cultivos en monocapa de células LLC-MK2 en medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM)
complementado con suero fetal bovino al 10 %, L-glutamina al 1 %, penicilina al 1 % y estreptomicina al 1 % a 37 °C
+ COz al 5 %.

Ejemplo Il
Virus Sendai recombinantes

Se clonaron sitios Unicos de reconocimiento Notl en las uniones intergénicas P-M, M-F y F-HN de un plasmido del
genoma viral pSeV basado en Enders, utilizando sitios de clonacién descritos anteriormente [Tokusumi et al. 2002,
Virus Res 86: 33-38]. El gen de luciferasa de luciérnaga se amplific6 por PCR usando el vector pGL3 Basic
(Promega) y una pareja de cebadores etiquetados con Ascl, se subcloné en un plasmido lanzadera que contenia
una union intergénica del virus Sendai y sitios de restriccion Notl flanqueantes [Tokusumi et al. 2002, Virus Res 86:
33-38] y después se subclond en el Unico sitio Notl de cada uno de los plasmidos de genoma virico pSeV. Dentro del
plasmido pSeV-luc(M-F), la sefial de iniciacién cadena arriba de la proteina F se cambiéo de AGGGATAAAG (SEQ ID
NO: 19) a AGGGTGAAAG (SEQ ID NO: 20) utilizando el kit de mutagénisis dirigida QuikChange™ (Stratagene
Corp). Los SeV recombinantes se rescataron a partir de los plasmidos del genoma pSeV como se describié
anteriormente [Zhan et al. 2008, Vaccine 26: 3480-3488]. El genoma de Sendai de la cepa de Enders modificado
consiste en un gen L del virus Sendai modificado que contiene los siguientes cambios de aminoacidos: S a G en la
posicion 155, R a K en la posicion 258, G a E en la posicion 466, G a E en la posicion 482, S a R en la posicion 581,
Q a R enlaposicion 717, T a | en la posicion 800 y R a K en la posicion 852.

Ejemplo Il
Expresion de luciferasa in vitro

Las células LLC-MK2 infectadas con SeV (MOI 5 UFP/célula) se incubaron a 33 °C + CO, al 5 %, y los lisados se
recogieron en diversos momentos p.i. Los ensayos de luciferasa se realizaron usando el Luciferase Assay System
(Promega) y los niveles de expresion se midieron usando un luminémetro automatizado (Turner Biosystems, Inc.),
como se describié anteriormente [Luque et al. 2007, J Virol 81: 3130-3141].

Ejemplo IV
Titulos viricos y obtencion de imagenes por bioluminiscencia

Los titulos de virus a partir de curvas de crecimiento de multiples etapas (MOI de 0,01 UFP/célula) y de tejidos
homogeneizados se determinaron mediante titulacion por placas en células LLC-MK2, como se describid
anteriormente [Luque et al. 2010, J Virol 84: 810-821]. Se anestesiaron ratones hembra 129x1/SvJ o ratones BALB/c
(Jackson Laboratories) de ocho semanas de edad usando isoflurano (Baxter Health Care Corporation) y se
inocularon por via intranasal (i.n.) con 30 ul de PBS o de virus. Para las Figuras 1D, 1E, 2, 3, 4E, 4F y 12, alos 3d
antes de la inoculacién con PBS o virus, los ratones se anestesiaron mediante inyeccion IP de 300 ul de avertina
(concentracion de 300 mg/kg) y el pelaje del pecho se elimind mediante afeitado y aplicacién de una crema
depilatoria, Se controlé diariamente en los animales la pérdida de peso, la morbilidad y la mortalidad. Antes de la
obtencidn de imagenes, se les inyecto a los ratones por via intraperitoneal luciferina (Xenogen Corp) a una dosis de
150 mg/kg de peso corporal y se anestesiaron con isoflurano durante 5 minutos. Las imagenes in vivo se adquirieron
con el sistema de camara IVIS CCD (Caliper Life Sciences) y se analizaron con el programa informéatico Living Image
3.2 (Caliper Life Sciences) utilizando una exposicion de 60 s, 30 s o 5s (agrupamiento de 4 y una apertura de
diafragma de 1). Las imagenes de pseudocolor (representativas de la bioluminiscencia) de los ratones se presentan
utilizando un agrupamiento de 4 en una escala colorimétrica que varia de 1x10° a 1x10° de radiacion superficial
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(fotones/s/cmZ/estereorradién), que se define como el nimero de fotones que dejan un cm? de tejido e irradian en un
angulo solido de un estereorradian. Para cuantificar la bioluminiscencia, las regiones de interés (RDI) se definieron
de forma a manual y los datos representados en un grafico se exzpresan como flujo total (fotones/s), que se define
como la radiacion en cada pixel sumada sobre el area RDI (cm®) x 41. Todos los estudios con animales fueron
aprobados por el Comité de cuidado y uso de animales del Hospital de Investigacion Infantil St. Jude y se realizaron
de acuerdo con las politicas institucionales pertinentes, las directrices de la Asociaciéon para la acreditacion del
cuidado de animales de laboratorio, las normativas de los Institutos Nacionales de Salud y las leyes locales,
estatales y federales.

Ejemplo V
Inmunologia

Se recogieron sueros de LLBA de animales sacrificados el dia 10 o el dia 60 p.i. Las muestras de LLBA (3 ml) se
centrifugaron para recoger el material celular y se colocaron en una placa de cultivo de tejidos durante 1 h a 37 °C
para eliminar las células adherentes. Las células en suspension se recogieron, los linfocitos totales se recontaron al
microscopio y los globulos rojos se lisaron. Para el analisis por citometria de flujo, las células se tifieron con
anticuerpos anti-CD4 conjugados con FITC (RM4-4) y anti-CD8b conjugados con PE (53-5.8) (BD Biosciences
Pharmingen). Los linfocitos se clasificaron a base de la dispersion directa y la lateral, y los porcentajes de las
poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ se midieron dentro de este portal. Se usaron ELISA para medir los niveles
de anticuerpos especificos para virus Sendai o especificos para luciferasa presentes en los sueros. Resumiendo, se
recubrieron placas de 96 pocillos durante una noche con virus Sendai purificado roto (10 yg/ml) o con luciferasa de
luciérnaga (1 pg/ml, Abcam). Las placas se bloquearon con PBS que contenia BSA al 1 % y después se incubaron
con muestras de suero diluidas en serie con base 10. Después de la incubacion, las placas se lavan, se incuban con
anti-IgG de ratéon HRP de cabra (Southern Biotechnologies) y después se lavan adicionalmente. Para cuantificar los
niveles de anticuerpos, se afiadié sustrato TMB (Kirkegaard y Perry Laboratories) a los pocillos, seguido de solucién
de detencion, y se leyé la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm. Para calcular los titulos de anticuerpos se
uso el programa informatico GraphPad Prism de regresién no lineal.

Ejemplo VI
Transmisién por contacto

Los animales donantes se inocularon por via intranasal con 30 ul de SeVc-luc(M-F*) y a las 24 h p.i se colocaron de
forma individual en jaulas que contenian 3 ratones de contacto sin tratamiento previo. La bioluminiscencia se
control6 de forma diaria hasta que los niveles de luminiscencia estuvieron de forma consistente en niveles de fondo
(~15 dias). Los sueros se recogieron el dia 60, de modo que los niveles de anticuerpos especificos para el virus
Sendai pudieran medirse, tal como se describe anteriormente. En el dia 63, los ratones se expusieron a 7000 UFP
de SeVc-luc(M-F*) administradas por via intranasal y se midio la bioluminiscencia de forma diaria.

Ejemplo VII
Expresion in vitro de proteinas del virus Sendai

Los niveles de expresion de proteina viral se analizaron por radioinmunoprecipitacién como se informé anteriormente
[Luque et al. 2007, J Virol 81: 3130-3141 y Luque et al. 2010, J V|roI 84 810-821]. Resumiendo, se infectaron células
LLC-MK2 a una MOI de 5 UFP/célula, se marcaron con 50 uCi [ S] Promix (Amersham Pharmacia Biotech), se
lisaron con tampdn RIPA enfriado en hielo y se clarificaron mediante centrifugacion. El sobrenadante se incubd
durante una noche a 4 °C con anticuerpos monoclonales anti-NP, P, M, F y HN de ratén y los complejos inmunitarios
se adsorbieron a proteina G-Sepharose (GE Healthcare) antes del fraccionamiento en geles PAGE-SDS bis-Tris al
12 % NuPAGE (Invitrogen) y de la visualizacién como se describe anteriormente [Luque et al. 2010, J Virol 84: 810-
821].

Ejemplo VIl
Composicion del virus Sendai

Se inocularon con virus las cavidades alantoideas de huevos de gallina embrionados de 10 dias de edad. El liquido
alantoideo se recogié 72 hpi y se centrifugd 45 min a 3000 rpm para eliminar los desechos celulares. Los
sobrenadantes se colocaron en capas sobre un gradiente de sacarosa del 60-20 % y se centrifugaron a 24.000 rpm
durante 3,5 horas para aislar viriones. Los viriones aislados se diluyeron en tampén TNE y se purificaron
adicionalmente en un colchén de sacarosa al 20 % mediante centrifugacién a 24.000 rpm durante 15 horas. Los
sedimentos de virus se resuspendieron en tampoén RIPA y las concentraciones de proteinas totales se determinaron
usando el kit de ensayo de proteinas de BCA (Thermo Sci.). Se corrieron niveles de proteina equivalentes en un gel
SDS-PAGE al 4-12 %, el gel se tifié usando el colorante de proteinas Blue BANDit™ (Amresco) y después se seco
con un secador de geles BioRad a 60 °C durante 45 minutos.

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2689797 T3

Ejemplo IX
Infeccion y transmisién in vivo

La medicion de la afluencia de linfocitos T en el LLBA para linfocitos T CD4+ y CD8+ se describe en el texto
principal. Los ELISA especificos para luciferasa se realizaron esencialmente como ELISA especificos para el virus
Sendai, como se describe en el texto principal, excepto que se utilizé proteina luciferasa de luciérnaga (Abcam) para
recubrir placas de 96 pocillos. La obtencién de imagenes de bioluminiscencia y las determinaciones de titulos viricos
a partir de tejidos disecados también se describen en el texto principal. En los experimentos de transmision por
contacto, el tiempo hasta la deteccion se midid como el primer dia que se registré bioluminiscencia > 10° logo
fotones/s. Las areas bajo la curva (ABC) para la bioluminiscencia se calcularon integrando las intensidades de
bioluminiscencia con respecto al tiempo usando el programa informatico IgorPro (Wavemetrics).

Ejemplo X
Propiedades in vitro de los virus que expresan luciferasa

Para desarrollar un modelo en el cual la infeccidén por PIV pueda visualizarse de forma no invasiva en ratones
intactos, se generaron tres virus Sendai recombinantes (virus SeVc) en los cuales se insertd la luciferasa de
luciérnaga en las uniones génicas P-M, M-F y F-HN del virus Sendai (Figura la, Figura 9).

Se esperaba que la insercion de un gen adicional y una unioén génica en el genoma del virus Sendai disminuyera la
expresion génica del virus cadena abajo y, por consiguiente, redujera la replicacion del virus [Tokusumi et al. 2002,
Virus Res 86: 33-38]. Para generar un virus Sendai que exprese la luciferasa que se espera que sufra poca o
ninguna atenuacion, se construyé el virus SeVc-luc(M-F*) para que contenga tanto el gen indicador de luciferasa
como la secuencia de iniciacion de la transcripcion mas eficaz AGGGTGAAAG (SEQ ID NO: 20) cadena arriba del
gen F (Figure 9). Por lo tanto, los efectos de atenuacion de la insercion del gen indicador podrian contrarrestarse
mediante la optimizacion de la secuencia de iniciacidon génica naturalmente ineficaz cadena arriba del gen F [Kato et
al. 1999, J Virol 73: 9237-9246]. Para las construcciones SeVc-luc(P-M) y SeVc-luc(F-HN) en las cuales el gen de la
luciferasa se insert6 en las uniones génicas P-M y F-HN, respectivamente, se dej6 intacta la secuencia de iniciacién
de la transcripcion subdptima de origen natural cadena arriba del gen F (Figura S1).

Para determinar si los virus se atenuaron o eran virus limitados por temperatura, se midieron curvas de crecimiento
de multiples etapas con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,01 UFP/célula en células LLC-MK2 a 33 y 37 °C
(Figura 1b). Los titulos del SeVc-luc(M-F*), el SeVc-luc(F-HN) y el TS fueron similares a ambas temperaturas y
similares entre si, mostrando que estos dos virus que expresan luciferasa no se atenuaron sustancialmente ni eran
virus limitados por temperatura. Por el contrario, a 33 °C el virus SeVc-luc(P-M) tuvo una cinética de crecimiento
reducida y crecié aun mas lentamente a 37 °C. Para determinar qué tan eficazmente los virus SeVc expresaban el
gen indicador, se midio in vitro la expresion de la luciferasa en lisados de células LLC-MK2 (MOI 5 UFP/célula) con
un luminémetro (Figura 1c). La inserciéon cadena arriba del gen indicador en SeVc-luc(P-M) dio como resultado una
mayor expresion del gen indicador que la insercidon cadena abajo en SeVc-luc(F-HN), como se ha descrito
anteriormente para inserciones de fosfatasa alcalina secretada [Tokusumi et al. 2002, Virus Res 86: 33-38]. La
expresion de la luciferasa por parte de SeVc-luc(M-F*) superd a la de SeVc-luc(P-M) al cabo de las 6 h p.i.
(posinfeccion), mostrando que en el virus M-L* la secuencia de iniciacion génica potenciada disefiada técnicamente
(Figura 9) aumenta la transcripcion del gen indicador en los puntos de tiempo posteriores, quizas debido a una
mayor transcripcién cadena abajo del gen de la polimerasa L. Para determinar cémo las inserciones del gen
indicador pueden haber alterado la expresion de los genes del virus Sendai, se midi6 mediante
radioinmunoprecipitacion la expresion de proteinas del virus Sendai en células LLC-MK2 (MOI 5 UFP/célula). Los
niveles bajos de expresién de las proteinas M, F, HN y presumiblemente L por parte del virus SeVc-luc(P-M) (Figura
10a) muy probablemente provocaron el alto nivel de atenuacion de esta construccion del virus. La expresion de
proteinas viricas por parte de SeVc-luc(MF*) y SeVc-luc(F-HN) fue suficiente para generar viriones con
composiciones de tipo TS (Figura 10b,c), y estos dos virus indicadores crecieron in vitro a niveles similares a los del
virus del tipo salvaje.

Ejemplo XI
Virulencia de los virus que expresan luciferasa

Un virus indicador de luciferasa ideal para estudios de obtencidon de imagenes por bioluminiscencia no invasiva y de
la patogenia, expresaria altos niveles de luciferasa sin modificar la replicacién del virus y la gravedad de la
enfermedad en el hospedador murino natural, en comparacién con el virus de TS. Para determinar si los tres virus
SeVc que expresan luciferasa generados aqui, conservan la virulencia del virus Sendai de TS in vivo, se inocularon
ratones 129/SvJ con 7.000 UFP de virus por via intranasal, una dosis conocida por inducir niveles sustanciales de
morbilidad y mortalidad en esta cepa de raton [Faisca et al. 2005, Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 289: L777-
787]. En este experimento, se anestesid con isoflurano a los ratones y se les inoculd virus por via intranasal en un
volumen de 30 pl, un método de inoculacién que suministra ~ 1/3 del volumen a la nasofaringe y ~ 1/2 del volumen a
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los pulmones [Southam et al. 2002, Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 282: L833-839]. La infeccion con el TS, el
SeVc-luc(M-F*) y el SeVc-luc(F-HN) dio como resultado pérdidas de peso promedio de ~ el 25 % y tasas de
mortalidad del 80 % (Figura 1d, e), mostrando que estos dos virus que expresan luciferasa se mantuvieron
completamente virulento a esta dosis. Por el contrario, el virus SeVc-luc(P-M) atenuado indujo solo un el 12 % de
pérdida de peso y no indujo mortalidad. La infeccién de ratones 129/SvJ con 70.000 o 700.000 UFP de SeVc-luc(P-
M) también dio como resultado una supervivencia del 100 % (datos no mostrados), demostrando adicionalmente que
el virus atenuado SeVc-luc(P-M) no es virulento.

La neumonia virica aguda por virus Sendai induce altos niveles de infiltracion de linfocitos en el liquido de lavado
broncoalveolar (LLBA) con un pico a ~ 10 dpi [Mo et al. 1995, J Virol 69: 1288-1291]. Para determinar si los virus que
expresan la luciferasa estimulan una afluencia de linfocitos comparable al TS, los ratones 129/SvJ infectados con
7.000 UFP se sacrificaron a los 10 dpi para la recuperacion de LLBA. De forma similar, se detectaron en LLBA altos
numeros de linfocitos totales, linfocitos T CD4+ vy linfocitos T CD8+ después de la infeccion con el TS, el SeVc-
luc(MF*) y el SeVc-luc(F-HN), mientras que la afluencia de linfocitos después de la infeccion con el SeVc-luc(PM)
atenuado se redujo ~ 10 veces (Figura 1f; Figuras 11a-b). Para determinar las gados en que los virus indicadores
suscitaron anticuerpos que se unen al virus Sendai o a la luciferasa, los sueros también se recogieron a los 10 dpi.
Los tres virus SeVc suscitaron titulos de anticuerpos anti-virus Sendai similares al TS (Figura 1g). Los titulos de los
anticuerpos anti-luciferasa también fueron similares entre si para los tres virus indicadores (Figura 11c). Por lo tanto,
a pesar de ser atenuado y no virulento en ratones 129/SvJ, SeVc-luc(P-M) suscitdé una respuesta robusta de
anticuerpos. SeVc-luc(M-F*) indujo niveles de morbilidad y mortalidad como los del TS, aunque expresaba altos
niveles de luciferasa, lo que lo hace el mas adecuado como sustituto del virus de TS en experimentos de obtencion
de imagenes por bioluminiscencia en la patogenia y la transmision.

Ejemplo Xll
Dinamica de la infeccion en animales vivos

Para determinar si la bioluminiscencia no invasiva reflejaba con precision la infeccién in vivo, se inocularon ratones
129/Svd con 7.000 UFP por via intranasal, se obtuvieron imagenes con un instrumento Xenogen IVIS, y se
sacrificaron inmediatamente para poder recoger tejidos respiratorios para la medicion ex vivo de la luminiscencia y
de los titulos viricos. De acuerdo con estudios previos en ratones inmunocompetentes [Tashiro et al. 1988, Virology
165: 577-583 y Miyamae et al. 2005, J Vet Med Sci 67: 369-377], los titulos viricos y la bioluminiscencia se limitaron
a las vias respiratorias y, en estos estudios, se visualizaron claramente en la nasofaringe, la traquea y los pulmones.
Como se muestra en la Figura 12, Ias intensidades de bioluminiscencia in vivo en anlmales vivos se correlacionaron
bien con la Iumlnlscen0|a ex vivo (R 0,878) y los titulos viricos en la nasofaringe (R 0,864), la traquea (R2 0,915) y
los pulmones (R 0,961), validando la técnica como un medio para medir la infeccién in vivo de forma no invasiva.
Para determinar si los genes indicadores de luciferasa eran genéticamente estables en los tres virus SeVc, se
recuperaron tejidos pulmonares de los ratones 129/SvJ inoculados con 7.000 UFP a los 7 dpi, se homogeneizaron y
se plaqueo en células LLC-MK2. Se recogieron cinco placas para cada uno de los tres virus que expresan luciferasa,
se ftranscribieron por RT-PCR y se secuenciaron. Ninguna de las placas individuales contenia el inserto de
luciferasa, no tenian mutaciones y expresaron luciferasa después de la infeccidn en células LLC-MK2. Si bien no es
necesario entender el mecanismo de accién, se cree que esto muestra que el gen indicador de luciferasa era
genéticamente estable en los tres virus SeVc después de 7 dias de replicacion in vivo.

Usando el sistema de obtencién de imagenes de bioluminiscencia presentado en el presente documento, se
midieron la cinética y el tropismo de la infeccion en ratones 129/SvJ intactos y se compararon los resultados de los
inventores con el método convencional de determinacion del titulo de virus de tejidos diseccionados (Figuras 2 y 3).
Al igual que el SeVc-luc(M-F *) y el SeVc-luc(F-HN) tenian tasas de replicacion in vitro y patogenicidades in vivo
similares al TS, estos virus SeVc también tenian titulos como los del WT en los cornetes nasales, la traquea y los
pulmones. En los cornetes nasales, se detectaron titulos de virus altos (>10 UFP) a los 2 dpi y se mantuvieron hasta
los 9 dpi, después de lo cual se produjo una ellmlnaC|on rapida (Figura 3b). De forma similar, se observaron altos
niveles de bioluminiscencia de la nasofaringe (>10 fotones/s) para los ratones 129/SvdJ infectados con SeVc-luc(M-
F*) entre 2 y 9 dpi, con un pico de alrededor de 5 dpi (Figura 3a). En los pulmones, los titulos de virus alcanzaron un
maximo a los 5 dpi y se eliminaron hasta nlveles bajos a los 9 dpi. La infeccion con SeVc-luc(PM) atenuado dio como
resultado titulos maximos en pulmén de ~10*UFP a los 5 dpi, casi 100 veces menor que el TS (Figura 3d) y, de
forma similar, niveles de bioluminiscencia bajos en los pulmones (Figura 3a), en consonanma con su fenotipo
atenuado y no virulento. Sin embargo, SeVc-luc(PM) crecié a titulos maximos altos (~ 10° UFP) en los cornetes
nasales, un nivel similar al TS a los 7 dpi (Figura 3c) y tenia altos niveles de bioluminiscencia en la nasofaringe entre
los 3y 6 dpi (Figura 3a).

Ejemplo XIll
Tropismo tisular y dosis virica
Aunque se sabe que dosis de inoculacion mas bajas del virus Sendai reducen la infecciéon y la patologia en los

pulmones, lo inventores no conocen ningun estudio publicado sobre la dependencia de la dosis de la infeccién en las
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VRS o la traquea. Los estudios preliminares mostraron que la dosis infecciosa en ratén 50 (DIR50) para SeVc-
luc(MF*) era de 9 UFP y que una dosis de 70 UFP dio como resultado el 100 % de infeccidn, similar a los resultados
obtenidos para el virus Sendai de TS en ratones [Kiyotani et al. 1993, J Virol 67: 7618-7622] y el hPIV1 en seres
humanos [Reichelderfer et al. 1958, Science 128: 779-780]. Se inocularon ratones 129/SvJ por via intranasal con 70,
700 o 7.000 UFP de SeVc-luc(M-F*) en volumenes iguales de 30 pl y después se midieron la bioluminiscencia y los
titulos viricos. En comparacién con una dosis de 7.000 PFU, la inoculaciéon de 70 UFP dio como resultado titulos
viricos y una bioluminiscencia en los pulmones ~10 veces menores (Figura 4a, b), y una menor pérdida de peso
(Figura 4c]. Por el contrario, la infecciéon en la nasofaringe y la traquea después de la inoculacion de 70 UFP solo se
retrasé ~1 d en comparacion con 7.000 UFP, alcanzando un nivel similar de ~ 5 dpi (Figura 4a, b) e induciendo
titulos relativamente altos de anticuerpos especificos para el virus Sendai (> 105) (Figura 4d). Por lo tanto, si bien no
es necesario entender el mecanismo de accion, se cree que la inoculacién a dosis bajas de SeVc-luc(MF*) similar al
TS dio como resultado una infeccién sesgada a las VRS y la traquea, induciendo una respuesta de anticuerpos
robusta sin provocar una patogenia grave.

Ejemplo XIV
Tropismo tisular y genética del hospedador

Diversas cepas de ratones endogamicos recombinantes difieren en sus susceptibilidades a la infeccién pulmonar por
el virus Sendai [Faisca et al. 2005, Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 289: L777-787; Brownstein, DG 1987, J Virol
61: 1670-1671; Brownstein et al. 1981, Am J Pathol 105: 156-163; y Brownstein et al. 1986, Lab Anim Sci 36: 126-
129]. Por ejemplo, los ratones 129/SvJ y DBA/2 son altamente susceptibles a la infeccion pulmonar y su patogenia
resultante, mientras que los ratones BALB/c y C57BL/6 son altamente resistentes. No se ha informado anteriormente
cémo la genética del hospedador afecta la replicacion del virus Sendai en las VRS y la traquea. Por lo tanto, la
dinamica in vivo de la infeccién por el virus Sendai se midié en las cepas ratones 129/Svd, DBA/2, C57BL/6 y
BALB/c, inoculados por via intranasal con 7.000 UFP de SeVc-luc(M-F*). Como se esperaba a partir de estudios
anteriores, el grado de infeccién en los pulmones y la pérdida de peso se correlacionaron entre si y siguieron la
tendencia C57BL/6 < BALB/c << DBA/2 < 129/SvJ (Figuras 2 y 4). Por el contrario, las VRS y la trdquea fueron
altamente permisivas para la infeccion por virus Sendai, con niveles de bioluminiscencia similares para las cuatro
cepas de ratones. Por lo tanto, las VRS y la traquea de los ratones BALB/c y C57BL/6 fueron altamente permisivas
para la infeccion por virus Sendai a pesar de la resistencia genética en los pulmones. Si bien no es necesario
entender el mecanismo de accién, se cree que estos resultados muestran que la susceptibilidad genética a la
infeccion por virus Sendai es especifica de tejido y que la infeccion reducida en los pulmones no se debe a una
menor infeccién en las VRS o la traquea. En experimentos posteriores de transmision se usaron cepas de ratones
BALB/c y 129/SvJ con pelaje claro. Por lo tanto, Se midieron los titulos del virus Sendai en grupos de ratones
BALB/c sacrificados y se descubrié que los titulos ex vivo se correlacionan con la bioluminiscencia en ratones
intactos (Figura 13a), de la misma forma que para los ratones 129/SvJ. Comparado con ratones 129/SvJ, la infeccion
en los pulmones de ratones los BALB/c disminuy6 al menos 10 veces, medida por bioluminiscencia (Figura 4e) y por
los titulos viricos (Figura 13b-c). Por consiguiente, los ratones BALB/c solo tenian sintomas clinicos muy leves,
incluyendo muy poca pérdida de peso (Figura 4f). Por el contrario, la infeccién nasofaringea en ratones BALB/c
alcanzé un nivel similar al de los ratones 129/SvJ a los 3 dpi, medido por bioluminiscencia (Figura 4e) y por el titulo
virico (Figura 13b-c). En su conjunto, se cree que los estudios de obtenciéon de imagenes por bioluminiscencia
revelaron tres condiciones en las que se observé una infeccion robusta en las VRS y la traquea, a pesar de una
infeccion reducida en los pulmones y de la poca pérdida de peso aparente: un virus atenuado, una dosis baja de
virus y una cepa resistente de raton.

Ejemplo XV
Dinamica de la infeccion durante la transmision por contacto

El control de la infeccidon precisa una comprensién de cédmo se transmiten los patdgenos. Se sabe que el virus
Sendai, los hPIV y hRSV se transmiten principalmente a través del contacto con secreciones respiratorias, a
diferencia de la transmisién a larga distancia de aerosoles de particulas pequefas [lida, T. 1972, J Gen Virol 14: 69-
75; van der Veen et al. 1970, Arch Gesamte Virusforsch 31: 237-246; Henrickson, KJ 2003, Clin Microbiol Rev 16:
242-264; Hall et al. 1981, J Pediatr 99: 100-103; y McLean et al. 1967, Can Med Assoc J 96: 1449-1453]. Ademas se
sabe que el crecimiento del virus Sendai [lida, T. 1972, J Gen Virol 14: 69-75] y del virus de la gripe [Lowen et al.
2007, PLoS Pathog 3: 1470-1476] en las VRS estimula la transmision. Dos antiguas preguntas fundamentales
acerca de la transmision del PIV, que permanecieron desconocidas, fueron (i) como el crecimiento del virus en los
pulmones de los donantes influye en la transmisién y (ii) qué factores determinan la temporizacion de la transmision
y la propagacion de la infeccion especifica de tejido después de la transmisién. Para abordar estas preguntas
fundamentales acerca de la transmision del PIV, se inocularon ratones donantes BALB/c y 129/SvJ con 70 o
7.000 UFP de SeVc-luc(MF*) y después se colocaron, a 1 dpi, 3 ratones de contacto sin tratamiento previo en una
jaula con 1 ratéon donante. La bioluminiscencia se midié diariamente en los ratones inoculados y los de contacto,
hasta que se eliminé la infeccion primaria, se recogieron sueros en el dia 60, el dia 63 se expusieron los ratones a
7.000 UFP de SeVc-luc(MF*) y después se obtuvieron imagenes de los ratones diariamente para observar la
reinfeccion (Figura 5). Se cree que se observd, por bioluminiscencia nasofaringea y seroconversion, transmision a
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cada ratén de contacto sin tratamiento previo, incluso para los ratones BALB/c resistentes expuestos a animales
donantes inoculados con la dosis mas baja. La temporizacion de la transmision no estaba afectada por el grado de
infeccion pulmonar en los donantes, dado que los titulos en pulmén eran ~10 veces menores en los ratones
donantes BALB/c frente a los 129/SvJ después de la inoculacion de 7.000 UFP (Figura 13c), aunque los tiempos de
transmisién (diferencia en el tiempo hasta la deteccién en animales inoculados frente a los animales sometidos a
transmisién) fueron similares, de 3,3 y 3,4 dias, respectivamente (Figuras 6f). La infeccidon de las VRS se produjo en
ambas cepas de ratones y puede contribuir a la transmision. No obstante, el principal determinante de la transmision
parece ser el desprendimiento de virus en las VRS y la traquea. Por ejemplo, el desprendimiento de alto titulo (> 10°
PFU) en las cavidades nasales y la traquea de los ratones donantes 129/SvJ (Fig 4a, b) y la transmisién por contacto
(Figura 6e,f) se produjeron ambos ~ 1 dia antes, después de la inoculacién de 7.000 UFP, en comparaciéon con
70 UFP. En su conjunto, si bien no es necesario entender el mecanismo de accion, se cree que estos resultados
demuestran cémo los animales que sufren poca pérdida de peso aparente tienen la capacidad de estimular una
transmisién eficaz de la cepa de Enders del virus Sendai.

Para investigar la magnitud de la infeccion por virus Sendai después de la transmision, estudios anteriores midieron
los titulos ex vivo en grupos de ratones de contacto sacrificados en distintos momentos después de la exposicion a
compaferos de jaula infectados [lida, T. 1972, J Gen Virol 14: 69-75 y van der Veen et al. 1970, Arch Gesamte
Virusforsch 31: 237-246]. Estos estudios clasicos produjeron resultados muy ambiguos en los cuales los titulos
variaban 100 veces de un dia a otro y la progresién de la infeccidon en las vias respiratorias después de la
transmisién no era clara. Por lo tanto, se usé la obtencién de imagenes por bioluminiscencia no invasiva para medir
por primera vez la propagacion temporal y espacial de la infeccion por PIV a través de las vias respiratorias en
ratones vivos individuales después de la transmision. La dosis inoculada se varié en los donantes y en la cepa de
ratén, de forma que se pudieron investigar los determinantes viricos y del hospedador de la transmision. En las
cuatro condiciones analizadas (ratones 129/Svd o BALB/c infectados con 70 o 7.000 UFP), después de la
transmisién el tropismo y la magnitud de la infecciéon en los animales de contacto fueron similares a los observados
después de la inoculacion directa con una dosis de 70 UFP de SeVc-luc(MF*) suministrada por via intranasal.
Después de la transmisién, la bioluminiscencia se observo en primer lugar en la nasofaringe y luego se propago a la
tradquea y los pulmones un promedio de 0,8 y 1,0 dias mas tarde, respectivamente (Figura 14a-d). Se observo una
infeccion robusta en la nasofaringe y la traquea (Fig 6a-d, Fig 14e-h), y los bajos niveles de infeccion pulmonar
fueron consistentes con una poca pérdida de peso después de la transmisién (Figura 6g-h). Para los cuatro grupos
de ratones, los titulos de anticuerpos especificos frente al virus Sendai en el dia 60 fueron altos de forma similar
(~106) y los animales estaban protegidos de forma universal durante el desafio en el dia 63 (Figura 5). Después de
la exposicion se detectd en solo 1 raton de contacto de 30, un bajo nivel de bioluminiscencia (<1O6 fotones/s) pero
no pérdida de peso, el animal con el nivel mas bajo de bioluminiscencia después de la infeccion primaria en los dias
5-12 (Figura 5b, circulos negros rellenos). Dado que este animal individual también tenia el nivel mas bajo de
anticuerpos especificos para virus Sendai en el dia 60 antes de la exposicion, puede precisarse un nivel umbral de
infeccion para la inmunidad protectora. En su conjunto, si bien no es necesario entender el mecanismo de accién, se
cree que la infeccion por virus Sendai después de la transmision se observd como suficientemente robusta en las
VRS y la trdquea, aunque limitada en los pulmones, para inducir inmunidad protectora sin provocar una pérdida de
peso significativa en el hospedador murino compatible que es susceptible a la infeccion por el virus Sendai.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de virus Sendai recombinante que comprende un vector de virus Sendai modificado, comprendiendo el
vector de Sendai modificado:

la secuencia polipeptidica de NP del virus Sendai SEQ ID NO: 5,

la secuencia polipeptidica de P del virus Sendai SEQ ID NO: 7,

la secuencia polipeptidica de M del virus Sendai SEQ ID NO: 11,

la secuencia polipeptidica de F del virus Sendai SEQ ID NO: 13,

la secuencia polipeptidica de HN del virus Sendai SEQ ID NO: 15, y
la secuencia polipeptidica de L del virus Sendai SEQ ID NO: 17.

2. El vector de virus Sendai recombinante de la reivindicacién 1, en donde dicho vector es inmunogénico.

3. El vector de virus Sendai recombinante de las reivindicaciones 1 o 2, que tiene un gen o genes extrafios
insertados en una o mas de una unién intergénica seleccionada del grupo que consiste en una N-P, una P-M, una M-
F, una F-HN, una HN-L y combinaciones de las mismas.

4. El vector de virus Sendai recombinante de la reivindicacion 4, en donde dicho gen extrafio se selecciona del grupo
de una luciferasa, una proteina verde fluorescente y combinaciones de las mismas.

5. El vector de virus Sendai recombinante de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4 o 5, en donde al menos un sitio de
iniciacion/detencion génico estd manipulado para modificar la transcripcion génica.

6. El vector de virus Sendai recombinante de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5 o 6, en donde dicho gen extraio se
selecciona del grupo que consiste en una proteina F del virus respiratorio sincicial (RSV); proteina G del virus
respiratorio sincicial (RSV); proteina del virus paragripal tipo 1 (PIV-1); proteina del virus paragripal tipo 2 (PIV-2);
proteina del virus paragripal tipo 3 (PIV-3); proteina del virus paragripal tipo 4 (PIV-4).

7. El vector de virus Sendai recombinante de la reivindicacion 4, en donde dicho gen extrafio es un gen indicador.

8. El vector de virus Sendai o el vector de virus Sendai recombinante de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4,5, 6 0 7, para
su uso en un método de vacunaciéon de un animal.

9. Una composicion que comprende el vector de virus Sendai de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y un vehiculo
o un diluyente farmacéuticamente aceptables, o cualquier vehiculo, adyuvante o diluyente.

10. El vector de virus Sendai recombinante de las reivindicaciones 1-7, el vector de virus Sendai o el vector de virus
Sendai recombinante para el uso de la reivindicacién 8, o la composicién de la reivindicacién 9, en donde dicho gen
extrafio esta insertado entre un gen P del virus Sendai y un gen M del virus Sendai;

en donde dicho gen extrafio esta insertado entre un gen M del virus Sendai y un gen F del virus Sendai; o

en donde dicho gen extrafio esta insertado entre un gen F del virus Sendai y un gen HN del virus Sendai.

11. El vector de virus Sendai recombinante de las reivindicaciones 1 - 8, en donde dicho vector estd mezclado con al
menos otro antigeno o inmundgeno.
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Secuencia del plasmido pSVe (SEQ ID NO: 3)
cgttaatacgactcactataaccaaacaagagaaaaaacatgtatgggatatataatgaagttagacag
attttagggtcaaagtatccaccctgaggagcaggttccagaccctttgctttgctgccaaagttcacgﬁ
gcegggttgttgagecaccttegatacatttagetctaggaggagegaaagtattaataagtegggagg
aggtgetgttatccceggecagaggageacagtcteagtgttegtactaggeccaagtgtgactgatgat
gcagacaagttattcattgecaactacettectagetecactcattggacacagataagecagecactctcaga
gaggaggeticctegtetetetgetigecatggettacagtagtecagaatigtacttgacaacaaacgg
agtaaacgccgatgtcaaatatgtgatctacaacatagagaaagaccctaagaggacgaagacagacgga
ttcattgtgaagacgagagatatggaatatgagaggaccacagaatggetgtitggacctatggtcaaca
agagcccactcttccagggtcaacgggatgetgeagaccetgacacactecttcaaacctatgggtatece
tgratgectaggageaataattgtccaagtetggattgtgetggtgaaggeccatcacaagecagegeeggce
ttaaggaaagggttetteaacaggttagaggegttcagacaagacggeacegtgaaaggtgecttagitt
tcactggggagacagttgaggggataggeteggttatgagatctcageaaagectigtatctetcatggt
tgagacccttgtgactatgaatactgeaagatctgatctcaccacattagagaagaacatccagategtt
gggaactacatccgagatgcagggctggettoecttcatgaacactattaaatatgggetggagacaaaga
tggcagctctaacgttgtcaaacctgaggeccgatattaataagattagaagectcatagacacctacct
gtcaaaaggccccagagetecctttatetgtatectcaaggacectgttcatggtgaattigetecaggc
aattatcctgeactatggagttacgeccatgggagtcgecgtegtacagaacaaggcaatgeageagtacg
tcacagggaggacatacctigatatggaaatgttcttactaggacaageegtggeaaaggatgetgaatce
gaagatcagcagigecciggaagatgagttaggagtgacggatacagecaaggagagegctcagacatcat
ctggcaaactigtccggtggegatggtgettaccacaaaccaacaggeggtggtgecaattgaggtagete
tagacaatgccgatatcgacctagaaacagaagctcatgeggaccaggacgctagggegttggegtggaga
aagtpggtgaaagatgggeacgtcaggtgagtgetgeccacttigtcacactacatggggctgaacggtta
gaggaggaaaccaatgatgaggatgtatcagacatagagagaagaatagecatgagactegeagagagac
ggcaagaggattctgcaacccatggagatgaaggecgeaataacggtgtcgatcacgacgaagatgacga
taccgcagcagtagctgggataggaggaatcll!gatcatacgaggcttcaaggtacttgatccgtagta
agasaaacttagggtgaaagttcatccactgateggctcaggeaaggccacacccaaccccaccgaccac
acccagcagtecgagacagccacggetteggetacacttaccges
GAhGATTCTGAAGTTGAGAGGGAGGCGCCAGGAGGAAGAGAGTCGETCTCGGATGTTATCGGATTCCTCG
ATGCTGTCCTGTCGAGTGAACCAACTGACATCGRAGLGGACAGAAGCTGGCTCCACAACACCATCAACAL
TCCCCAAGGACCAGRCTCTGCCCATAGAGLCAAAAGT GAGGGCGAAGGAGAAGT CTCAACACCETLGACC
CAAGATAATCGATCAGGTGAGGAGAGTAGAGTCTCTGGGAGAACAAGCAAGCCAGAGGCAGAAGCACATG
CTGGAAACCTTGATARACAAAATATACACCGGGECCTTTGEGGGAAGAACTGGTACAARCTCTGTATCTCA
GGATCTGGGCGATGGAGGAGACTCCGGAATCCTTGAAAATCCTCCAAATGAGAGAGGATATCCGAGATCA
GGTATTGAAGATGAAAACAGAGAGATGGCTGCGCACCCTGATAAGAGGGGAGAAGACCAAGCTGAAGGAC
TTCCAGAAGAGGTACGAGGAGGTACATCCCTACCTGATGAAGGAGAAGGTGGAGCAAGTAATAATGGAAG
AAGCATGGAGCCTGGCAGCTCACATAGTGCAAGAGHlIc tegegt cctgatgattectagececgaactc
gaagaggctgtgctacggaggaacaaaagaagacctaccaacagtgggtecaaacctettactecageaa
cegtgectggeaceeggtecccacegetgaategttacaacageacagggtcaccaccaggaaaacceee
atctacacaggatgagcacatcaactctggpgacacccccgecgteagggtcaaagaccggaaaceacea
atagggaccegetetgtcteagattgtecagecaacggecgeccaatecacccgggtetagagacegact
caacaaaaaagggcataggagagaacacatcatctatgaaagagatggctacattgtigacgagtcettag
tgtaatccagtctgetcaagaattegagteatcccgagacgegagttatgtgtttgeaagacgipgeccta
aagtctgcaaactatgcagagatgacattcaatgtatgegpectgatectttetgecgagaaatettccg
ctegtaaggtagatgagaacaaacaactgetcanacagatccaagagagegtggaatcattecggpatat
ttacaagagattctctgagtatcagaaagaacagaactcattgetgatgtccaacctatctacacttcat
atcatcacagatagaggtggcaagactgacaacacagactcccttacaaggtcccecteegtititgean
aatcaasagagaacaagactaaggctaccaggttigacccatctatggagaccctagaagatatgaagta
caaaccggacctaatccgagaggatgaatttagagatgagatccgraacccggtgtaccaagagagggac
acagaacccagggcctcaaacgeatcacgectecteccctecaaagagaageccacaatgeactetetea
gegctegicatagagagecagtccectaageagagetgagaaageageatatgtgaaateattatecaagtg
caagacagaccaagaggttaaggcagtcatggaactcgtagaagaggacatagagtcactgaccaaclll

FIG. 7A
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atcccgggtgaggcatcctaccatectcagtcatagagagatccaattaattaacagecatcagecagtaa
agattaagaaaaacttagggtgaaagaaatttcacctaacacggegeags igcagatatctatagatice
ctaagitctcatatgaggataacgetactgtggageccotgectotgagaactggtecagataagaaage
catccectacatcaggattateragetaggagacectoctasacatgeaptgagatacctagatrttatig
cicttgsettictitgagacaccganacaaacaaccaatetagegagegtatctgacttgacagagoega
ceagetactcaatatgeggetocgggtogttasceatagptgtggecaaatactacgggactgateasgga
actcttaasaggootgeacegateteagaattacggigageageacigtitcgageapgpagagaigategta
tacatggigeattogatiggtgctocactoctaccatggtcaggoaggctgagacagggaatgatatita
atgcanacanggtcgcactageticoocantgecteacctptygacaaggacataagaticagagtgatglt
tgtcaatgepacatcictaggggeaatcaccatagecaagateccanagacectigeagacetigeatiy
cocaactctatatecgtiaacctactggigacactcaagaccgggatetccacagaacaaaagggagtac
teccagtactigategatcaaggepagasaaageteaatttiatggigeacetegggttgateaggagaaa
gpicggsaagatatactetgttgagtactgeaagagcaagatigagagaatgeggctgatttictcactt
gpettasteggegetataagettecatgticaggttactgggacactatctasgacaticatgagicage
tegeategaagagegcagtetpotteccatiaatggatgtpaatececatatgancctggtgatttgeee
gecatetgtagaaatcacaggegtegatgopgtgttocaaccggeeatecctegtgatttecgetactac
cetastgttgtggetaagaacateggaaggatcagasaget latgtgcacccatcagagacctgega
caatgccccaagecagacaccacctggeagtcggagecaccgggtcactecttgtecttaaataagaaaaac
ttagggataaagtcccttgtgagtgettggttgcaaaactctecgtacgggaaa acagcatatatc
cagaggtcacagtgcatctcaacatcactactggttgttctcaccacattggtctegtgtcagattccca
ggpataggctctctaacataggggtcatagtcgatgaagggaaatcactgaagatagetggateccacga
atcgaggtacatagtactgagtctagttccggggetagacctigagaatgggtgeggaacageccaggtt
atccagtacaagagcctactgaacaggetgttaatcccattgagggatgecttagatcttcaggaggctc
tgataactgtcaccaatgatacgacacaaaatgeeggtgttccacagtegagattetteggtgetgtgat
tggtactatcgeacttggagtgpgegacatcagcacagatcaccgecagggattgeactagecgaagegagg
gaggccaaaagagacatagegetcatcaaagaatcgatgacaaaaacacacaagtctatagaactgetge
aaaacgctgtgggggaacaaattcttgetctaaagacactccaggatttegtgaatgatgagatcaaace
cgcaataagegaattaggetgtgagactgetgecttaagactgggtataaaattgacacageattactec
gggctgttaactgegttcggetegaatttcggaaccatcggagagaagagectcacgetgeaggegetgt
cttcactttactctgctaacattactgagattatgaccacaatcaggacagggcagtctaacatcetatga
tgteatttatacagaacagatcaaaggaacggtgatagatgtggatctagagagatacatggttaccctg
tctgtgaagatccctattetttctgaagtcccaggtgtgectcatacacaaggeatcgtctatttcttaca
acatagacggggaggaatggtatgtgactgtccccagecatatactcagtegtgettctttettaggggs
tgcagacataaccgatigtgttgagtccaggttgacctatatatgecccagggatcccgeacaactgata
cctgacagccageaaaagtgtatcctgggggacacaacaaggtgtcctgtcacaaaagttgtggacagee
ttatccccaagtttgettitgtgaatgggggegttgttgctaactgeatageatccacatgtacctgegg
gacaggccgaagaccaatcagtcaggatcgectctaaaggtptagtattecctaacccatgacaactgtgpt
cttataggtgtcaatggggtagaattgtatgetaaccggagagggeacgatgecactigggggetecaga
acttgacagtcggtcctgeaattgetatcagaccegttgatatttctctcaaccttgetgatgetacgaa
tttcttgcaagactctaaggetgagettgagaaagecacggaaaatectetetgaggtaggtagatggtac
aactcaagagagactgtgattacgatcatagtagttatggtegtaatattggtggtcattatagtgateg
teatcgtgetttatagactcagaaggtcaatgetaatgggtaatccagatgaccgtataccgagggacac
atatacattagagccgaagatcagacatatgtacacaaacggtgggtttgatgegatggetgagaaaaga
Ilﬂtcacgagtttaaacagatgtcttgtaaagcaggcat-'tatcc-ttgagatctgtatataataagaa
tgaggtcgegeggtactttage cattataagaaaaacttagggt
_aaacaagcacagatcﬂgﬁgatggtg agpggcaaacgigactegtactggtcet
acctctcctagtggtageactacaaaattageatcaggttgggagaggtcaagtaaagttgacacatggt
tgctgatteteteattcacccagtgggetttgtcaattgecacagtgateatotgtatcataatitetge
tagacaagggtatagtatgaaagagtactcaatgactgtagaggcattgaacatgageagcagggaggte
aaagagtcacttaccagtctaataaggeaagaggttatcgeaagggetgteaacattcagagetetgtge
aaaccggaatcccagtettgttpgaacaasaacageagggatgtcatccagatgattgataagtcgtgeag
cagacaagagctecactcagetetgtgagagtacgategeagtecaccatgecgagggaattgecectett

FIG. 7A continuacion
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gagccacatagtttetggagatgecctgteggagaaccgtatcttagetecagatectaaaatcteattge
tgectggtecgagetigttatetggttotacaacgatectetggatgigttaggeteeettcacteteaat
tggcgaggeaatctatgectatteateaaatcteattacacaaggttgtgetgacatagggaaatcatat
caggtcctgeagetagggtacatatcacteaattcagatatgttecctgatettaacccegtagtgtece
acacttatgacatcaacgacaatcggaaatcatgetetgtggtggeaaccegggactagggegttateaget
tigetecatgocgactgtagacgaaagaaccgactactctagtgatgptategaggatetggtectigat
gteectggatctcaaagggageactaagtetcaccggtategeaacagegaggtagatetigateaccegt
tetetgeactataccccagtgtaggeaacggeattgcaacagaaggetcattgatatttettggptateg
tggectaaccaccectctacagggtigatacaaastgtaggacccaaggatgecaacaggtgtegeaagac
acatgcaatgaggetctpasaattacatggetaggagggaaacaggtggteagegtgatecatecaggtca
atgactatctctcagagaggccaaagataagagtcacaaccaticcaatcactecaaaactatetegggge
ggaaggtagattatiaaaatigggtegategpgtgtacatctatacaagateateaggetggeactcteaa
ctgcagataggagtacttgatgtecagecacectttgactateaactggacacctcatgaagectigicta
gaccaggaaatgaagagtgeaattggtacaatacgtgtccgaaggaatgeatatcaggegtatacaciga
tgcttateccatigtecectgatgecagetaacgtegetaccgtcacgetatatgecaatacategegtgte
aacccaacaatcatgtattctaacactactaacattataaatatgttaaggataaaggatgttcaattag
aggctgeatataccacgacategtgtateacgeattttggtaaaggetactgetticacateategagat
caatcagaagagcctgaataccttacagecgatgetctitaagactageatccctaaattatgeaaggece
gagtcti@@atttaactgactagcaggetggegegecttgetgacactagagtecatcteccgaacatecac
aatatctctcagtctettacgtctctcacagtattaagaaaaacccagggtgaatgggaagettgecata
getcaiegatggecaggagtcctcccaaaacccttctgacatactctatccagaatgecacctgaactcet
cccatagtcagggggaagatagecacagttgecacgtcttigttagatgtgaaccagecctacagactgaagg
acgacagcataataaatattacaaagcacaaaattaggaacggaggattgtccccccgtcaaattaagat
caggtctctgggtaaggctcttcaacgcacaataaaggatttagaccgatacacgtttgaaccgtaccca
acctactctcaggaattacttaggcttgatataccagagatatgtgacaaaatccgatecgtcttegegg
tctcggatcggetgaccagggagttatctagtgggttccaggatetttggttgaatatcttcaageaact
aggcaatatagaaggaagagaggggtacgatccgttgecaggatatcggeaccatcccggagataactgat
aagtacagcaggaatagatggtataggccattcctaacttggttcagecatcaaatatgacatgegegtega
tgcagaagaccagaccggggggaccccttgatacctctaattcacataacctectagaatgecaaatcata
cactctagtaacatacggagatcttgtcatgatactgaacaagttgacattgacagggtatatectaace
cctgagctggtcttgatgtattgtgatgttgtagaaggaaggtggaatatgtctgetgecagggcatetag
ataagaagtccattgggataacaagcaaaggtgaggaattatgggaactagtggattccctettctcaag
tcttggagaggaaatatacaatgtcategecactattggagecectatcacttgetctcatacaactaaat
gatcctgttatacctctacgtggggeatttatgaggeatgtgttgacagagctacagactgttttaacaa
gtagagacgtgtacacagatgetgaagcagacactattgtggagtcgttactcgecattttccatggaac
ctctattgatgagaaagcagagatcttticcttctttaggacatttggecaccccagettagaggetgtce
actgccgecgacaaggtaagggeccatatgtatgecacaaaaggeaataaagettaagaccctatacgagt
gtcatgcagttttttgcactatcatcataaatgggtatagagagaggcatggeggacagtggecccecty
tgacttccctgatcacgtgtgtctagaactaaggaacgctcaagggtccaatacggeaatctcttatgaa
tgtgetgtagacaactatacaagtttcataggettcaagttteggaagtttatagaaccacaactagatg
aagatctcacaatatatatgaaagacaaagcactatcccccaggaaggaggeatgggactetgtataccce
ggatagtaatctgtactataaagccccagagtctgaagagacceggeggettattgaagtgttcataaat
gatgagaatttcaacccagaagaaattatcaattatgtggagtcaggagattggttgaaagacgaggagt
tcaacatctcgtacagtctcaaagagaaagagatcaagcaagagggtcgtctattcgeaaaaatgactta
taagatgcgagccgtacaggtgetggecagagacactactggctaaaggaataggagagetattcagggaa
aatgggatpggttaagggagagatagacctacttaaaagattgactactctttctgtctecaggegteccca
ggactgattcagtgtacaataactctaaatcatcagagaagagaaacgaaggcatggaaaataagaactce
tgggggetactgggacgaaaagaagaggtccagacatgaattcaaggeaacagattcatcaacagacgge
tatgaaacgttaagttgcticctcacaacagacctecaagaaatactgettaaactggagatttgagagta
ctgcattgtttggtcagagatgcaacgagatatttggcttcaagaccttctttaactggatgeatecagt
ccttgaaaggtgtacaatatatgttggagatccttactgtccagtcgeegaccggatgeatcgacaacte
caggatcatgcagactctggcattttcatacataatcctagggggeggcatagaaggttactgecagaage
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tgtggaccttaatctcaatcagtgcaatccacctageagetgtgagagtgggtgtcagggtectetgeaat
ggttcagggtgacaatcaagctatagecgtgacatcaagagtacctgtagetcagacttacaagecagaag
aaaaatcatgtctatgaggagatcaccaaatatttcggtgectctaagacacgtcatgtttgatgtagggce
acgagctaaaattgaacgagaccatcattagtagcaagatgtttgtctatagtaaaaggatatactatga
tgggaagattttaccacagtgcctgaaagecttgaccaagtgtgtattctggtccgagacactggtagat
gaaaacagatctgcttgttcgaacatctcaacatccatagcaaaagctatcgaaaatgggtattctecta
tactaggctactgcattgegttgtataagacctgtcagecaggtgtgeatatcactagggatgactataaa
tccaactatcageccgaccgtaagagatcaatactttaagggtaagaattggetgagatgtgcagtgttg
attccagcaaatgttggaggattcaactacatgtctacatctagatgetttgttagaaatattggagacce
ccgecagtageagecctagetgatctcaaaagattcatcagageggatctgttagacaageaggtattata
cagggtcatgaatcaagaacccggtgactctagttttctagattgggettecagacccttattegtgtaac
ctcecgecattctcagagtataactacgattataaagaatatcactgetagatctgtgetgeaggaatecc
cgaatcctctactgtctggtctcttcaccgagactagtgegagaagaggatctcaacctggectegttect
tatggaccggaaagtcatcctgecgagagtggetcatgagatcctgggtaattccttaactggagttageg
gaggcgattgcagggatgettgatacgaccaagtctctagtgagagccagegttaggaaaggaggattat
catatgggatattgaggaggcttgtcaattatgatctattgcagtacgagacactgactagaactctcag
gaaaccggtgaaagacaacatcgaatatgagtatatgtgttcagttgagetagetgteggtctaaggeag
aaaatgtggatccacctgacttacgggagacccatacatgggttagaaacaccagaccctttagagetet
tgagggegaatatttatcgaaggttcagaggtgtgcaagetttgeaggtectgaaggageagaccccatcta
tacatggttctatcttcctgacaatatagacctggacacgecttacaaacggatgtccggetataagaatce
ccctattttggatcagecactgatgaaaggtcggaagcccaactegggtatgtaagaaatctaageaaac
ccgcaaaggeggecatccggatagetatggtgtatacgtgggectacgggactgatgagatategtggat
ggaagecgetcttatageccanacaagagetaatctgagettagagaatctaaagetgetgactectgtt
tcaacctccactaatctatctcataggttgaaagatacggcaacccagatgaagttctctagtgcaacac
tagtccgtgeaagteggttcataacaatatcaaatgataacatggecactcaaagaagecaggggagtcgaa
ggatactaatctcgtgtatcagcagattatgctaactgggctaagettgttcgagttcaatatgagatat
aagaaaggttccttagggaagecactgatattgecacttacatcttaataacgggtgetgtataatggagt
ccccacaggaggegaatatccccccaaggtecacattagatttagagattacacaagagaacaataaatt
gatctatgatcctgatccactcaaggatgiggaccttgagetatttagcaaggtcagagatgttgtacat
acagttgacatgacttattggtcagatgatgaagttatcagagcaaccagcatctgtactgcaatgacga
tagctgatacaatgtctcaattagatagagacaacttaaaagagatgatcgecactagtaaatgacgatga
tgtcaacagcttgattactgagtttatggtgattgatgttcctttattttgctcaacgttegggegtatt
ctagtcaatcagtttgcatactcactctacggcttaaacatcagaggaagggaagaaatatggggacatg
tagtccggattcttaaagatacctcccacgeagttctaaaagtcttatctaatgetetateccateccaa
aatcttcaaacgattctggaatgcaggtgtcgtggaacctgtgtatgggectaacctctcaaatcaggat
aagatactcttggecctctetgtetgtgaatattctgtggatctattcatgecacgactggeaagggggte
taccgcttgagatctttatetgtgacaatgacccagatgtggccgacatgaggaggtectetttettggce
aagacatcttgeatacctatgecagettggecagagatatctagggatgggccaagattagaatcaatgaac
tctctagagaggectcgagtcactaaagagttacctggaactcacatticttgatgacceggtactgaggt
acagtcagttgactggcctagtcatcaaagtattcccatctactttgacciatatccggaagtcatctat
aaaagtgttaaggacaagaggtataggagtccctgaagtcttagaagattgggatceccgaggcagataat
gcactgttagatggtatcgeggcagaaatacaacagaatattcctttgggacatcagactagagecectt
ttteggggettpgagagtatccaagtcacaggtactgegtctecgggggtacaaggagatcacaagaggtga
gataggcagatcaggtgttggtctgacgttaccattcgatggaagatatctatctcaccagetgaggete
tttggcatcaacagtactagetgettgaaagecacttgaacttacctacctattgagecccttagttgaca
aggataaagataggctatatttaggggaaggagetggggecatgetttectgttatgacgetactettgg
cccatgcatcaactattataactcaggggtatactcttgtgatgtcaatgggcagagagagttaaatata
tatcetgetgaggtggcactagtgggaaagaaattaaacaatgttactagtctgggtcaaagagttaaag
tgttattcaacgggaatcctggetcgacatggatigggaatgatgagtgtgaggetttgatttggaatga
attacagaatagctcgataggectagtccactgtgacatggagggaggagatcataaggatgatcaagtt
gtactgcatgagcattacagtgtaatccggatcgegtatetggtgggggatecgagacgtigtgettataa
gecaagattgetcccaggetgggeacggattggaccaggeagetcagectatatctgagatactgggacga
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ggttaacctaatagtgettaaaacatctaaccctgettecacagagatgtatetectategaggcacccec
aaatctgacattatagaggacagcaagacagtgttagctagtctccteccctttgtcaaaagaagatagea
tcaagatagaaaagtggatcttaatagagaaggcaaaggctcacgaatgggttactcgggaattgagaga
aggaagctcttcatcagggatgettagaccttaccatcaagecactgecagacgtttggettigaaccaaac
ttgtataaattgagcagagatttcttgtccaccatgaacatagetgatacacacaactgecatgatagett
tcaacagggttttgaaggatacaatcttcgaatgggetagaataactgagtcagataaaaggettaaact
aactggtaagtatgacctgtatcctgtgagagattcaggcaagttgaagacaatttctagaagacttgtg
ctatcttggatatctttatctatgtccacaagattggtaactgggtcattccctgaccagaagtttgaag
caagacttcaattgggaatagtttcattatcatcccgtganatcaggaacctgagggttatcacaaaaac
tttattatacaggtttgaggatattatacatagtataacgtatagattcctcaccaaagaaataaagatt
ttgatgaagattttaggggcagtcaagatgttcggggccaggcaaaatgaatacacgaccgtgattgatg
atggatcactaggtgatatcgagccatatgacagetcgliiiitaattagtccctatcgtgeagaacgateg
aagctccgeggtacctggaagtettggacttgtecatatgacaatagtaagaaaaacttacaagaagaca
agaaaatttaaaaggatacatatctcttaaactcttgtetggtggeteggcatggeatectecacctecte
geggtecgacctgggeatccgaaggaggacgtegteccacteggatggctaagggaggggcccCcCgreees
ctgctaacaaagcccgaaaggaagetgagttggetgetgecaccgetgagecaataactageataaccect
tggggcctctaaacgggtcttgagegetttittgctgaaaggaggaactatatccggatcgagacctcga
tgccggctgatgeggtattttectecttacgecatctgtgeggtatttcacaccgeatatggtgecactetea
gtacaatctgctctgatgccgeatagttaageccagecccgacacccgecaacaccegetgacgegeectg
acgggcttgtctgetececcggeatecgettacagacaagetgtgaccgtctecgggagetgeatgtgteag
aggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgegagacgaaagggectegtgatacgectatttitataggtta
atgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggecactttteggggaaatgtgegeggaaccectat
ttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctecatgagacaataaccctgataaatgettcaa
taatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacattteccgtgtegeccttatteccttttttgeggeat
tttgeccttectgtttttgetcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgetgaagatcagttgggtece
acgagtgggttacatcgaactggatctcaacagecggtaagatccttgagagttttcgecccgaagaacgt
ttteccaatgatgagcactittaaagttctgetatgtggegeggtattatccegtattgacgecgggcaag
agcaactcggtcgeccgecatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagea
tcttacggatggeatgacagtaagagaattatgecagtgetgecataaccatgagtgataacactgeggec
aacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgettttttgcacaacatggggeatcatg
taactcgectigatcgttgggaaccggagetgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgat
gectgtagecaatggcaacaacgttgegecaaactattaactggegaactacttactctagettccecggeaa
caattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttetgegeteggeccttecggetgget
getttattgctgataaatetggagecggtgagegtgggtetegeggtatcattgecageactgggeccaga
tggtaagccctcccgtategtagttatctacacgacggeggagtcaggcaactatggatgaacgaaataga
cagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatac
tttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcat
gaccaaaatcccttaacgtgagttttecgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcet
tcttgagatcctttttttctgegegtaatctgetgettgecaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtgg
tttgtttgccggatcaagagetaccaactcttttteccgaaggtaactggecttcagcagagegeagatace
aasatactgtccttctagtgtagecgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagecaccgectacatac
ctegetectgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtcgtgtettacegggttggact
caagacgatagttaccggataaggecgcagegegtcgggctgaacgggeggttegtgeacacageccagett
ggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagecgtgagectatgagaaagegecacgettcccgaa
ggegagaaaggeggacaggtatocggtaageggcageggtcggaacaggagagegeacgagggagettccag
ggggaaacgectggtatctttatagtcctgtegggtttcgecacctetgacttgagegtcgatttttgty
atgctecgtcagggegggcggagectatggaaaaacgecageaacgeggectttttacggtteetggeettt
tgctggecttttgecteacatgttctttectgegttateccctgattctgtggataaccgtattaccgect
ttgagtgagctgataccgctcgecgcagoecgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegaggaagegga
agagcgcccaatacgeaaaccgecteteccccgegegttggecgattcattaatgeagetgegcacgacagg
Tttcccgactggaaagegggcagtgagegeaacgcaattaatgtgagttagetcacteattaggeaccce
aggctttacactttatgettecggetegtatgttgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacagg
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aaacagctatgaccatgattacgccaagettgeatgectgeaggtegacg
FIG. 7A continuacion

ADNc de NP (SEQ ID NO: 4)

Boccgggttgttgagecaccttcgatacatttagetctaggaggagecgaaagtattaataagtegggag
gaggtgctgttatccccggeccagaggagecacagtctcagtgttcgtactaggcccaagtgtgactgatga
tgcagacaagttattcattgecaactaccttcctagetcactcattggacacagataagcageactctceag
agaggagggttcctegtctctectgettgecatggcttacagtagtecagaattgtacttgacaacaaacg
gagtaaacgccgatgtcaaatatgtgatctacaacatagagaaagaccctaagaggacgaagacagacgg
attcattgtgaagacgagagatatggaatatgagaggaccacagaatggetgtttggacctatggtcaac
aagagcccactcttccagggtcaacgggatgetgeagaccctgacacactecttcaaacctatgggtatce
ctgcatgectaggagcaataattgtccaagtctggattgtgctggtgaaggccatcacaagcagegecgg
cttaaggaaagggttcttcaacaggttagaggcgttcagacaagacggcaccgtgaaaggtgecttagtt
ttcactggggagacagttgaggggataggctegettatgagatctcagcaaagecttgtatetetcateg
ttgagacccttgtgactatgaatactgecaagatctgatcteaccacattagagaagaacatccagategt
tgggaactacatccgagatgeagggetggettecttecatgaacactattaaatatggggtggagacaaag
atggcagctctaacgttgtcaaacctgaggeccgatattaataagattagaagecctecatagacacctace
tgtcaaaaggccccagagetcectttatetgtatcctcaaggaccctgttcatggteaatttgetccagg
caattatcctgcactatggagttacgeccatgggagtegecgtegtacagaacaaggeaatgeageagtac
gtcacagggaggacatacctigatatggaaatgttcttactaggacaageccgtggeaaaggatgetgaat
cgaagatcagcagtgecctggaagatgagttaggagtgacggatacagccaaggagaggetcagacatca
tctggcaaactigteeggtggggatggtgcttaccacaaaccaacaggegetggtgeaattgaggtaget
ctagacaatgccgatatcgacctagaaacagaagcticatgeggaccaggacgctaggggttggegteggag
aaagtggtgaaagatgggcacgtcaggtgagtggtggecactttgtcacactacatggggetgaacggtt
agaggaggaaaccaatgatgagpatgtatcagacatagagagaagaatageccatgagactcgcagagaga
cggcaagaggattctgcaacccatggagatgaaggecgcaataacggtgtcgatcacgacgaagatgacg
ataccgcagecagtagctgggataggaggaatc
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ADNc de P: (SEQ ID NO: 6)

atggatcaagatgecttcattcttaaagaagattctgaagttgagagggaggcgecaggaggaagagagt
cgctcteggatgttatcggattectegatgetgtectgtcgagtgaaccaactgacatcggaggggacag
aagctggctccacaacaccatcaacactecccaaggaccaggetctgeccatagagecaaaagtgaggsc
paaggagaagtctcaacaccgtcgacccaagataatcgatcaggtgaggagagtagagtctetgggagaa
caagcaagccagaggcagaagcacatgetggaaaccttgataaacaaaatatacaccgggectttggeeg
aagaactggtacaaactctgtatctcaggatctgggegatggaggagactecggaatecttgaaaatect
ccaaatgagagaggatatccgagatcaggtattgaagatgaaaacagagagatggetgegeaccetgata
agaggegagaagaccaagetgaaggacttccagaagaggtacgaggaggtacatcectacetgatgaagg
agaaggtggagcaagtaataatggaagaagcatggagectggcagetcacatagtgcaagagtaactggs
gtcctggtgattcctagecccgaactcgaagaggetgtgctacggaggaacaaaagaagacctaccaaca
gtgggtccaaacctettactecageaaccgtgectggeacecggtecceaccgetgaategttacaacag
cacagggtcaccaccaggaaaacccccatctacacaggatgagecacatcaactetggggacacccocgece
gtcagggtcaaagaccggaaaccaccaatagggacccgetetgtctecagattgtccagecaacggeegece
caatccacccgggtctagagaccgactcaacaaaaaagggcataggagagaacacatcatctatgaaaga
gatggctacattgttgacgagtcttggtgtaatccagtctgetcaagaattcgagteateccgagacgeg
agttatgtgtttgeaagacgtgecctaaagtetgeaaactatgeagagatgacattcaatgtatgegece
tgatcctttetgecgagaaatcttccgaetegtaaggtagatgagaacaaacaactgetcaaacagatcca
apagagcgtgpaatcattccgggatatttacaagagattctctgagtatcagaaagaacagaactcattyg
ctgatgtccaacctatctacacttcatatcatcacagatagaggtggraagactgacaacacagactccc
ttacaaggtcccectocgtttttgeaaaatcaaaagagaacaagactaagegctaccaggtttgacccate
tatggagaccctagaagatatgaagtacaaaccggacctaatecgagaggatgaatttagagatgagatce
Cgcaacccggtgtaccaagagagggacacagaacccagggectcaaacgeatcacgectectecccteca
dagagaagcccacaatgeactcteteaggetegteatagagageagtccectaageagagetgagaaage
agcatatgtgaaatcattatccaagtgcaagacagaccaagaggttaaggeagtcatggaactegtagaa
gaggacatagagtcactgaccaactag

FIG. 7C

ADNc de C (SEQ ID NO: 8)

ATGCCTTCATTCTTAAAGAAGATTCTGAAGT TGAGAGGGAGLCGCCAGRAGGAAGAGAGTCGCTCTCGGATGTTATCGGAT
TCCTCGATGCTGTCOTGTCGAGTGAACCAACTGACATCGGAGGGGACAGAAGCTGGCTCCACAACACCATCAACACTCCCC
AAGGACCAGGCTCTGCCCATAGAGCCAAAAGTGAGGGLGAAGGAGAAGTC TCAACACCGTCGACCCAAGATAATCGATCAG
GTGAGGAGAGTAGAGTCTCTGGGAGAACAAGCAAGLCAGAGGCAGAAGCACATGCTGGAAACCTTGATAAACAAAATATAC
ACCGGGCCTTTGGGGGAAGAACTGGTACAAACTCTGTATCTCAGGATCTGGGCGATGGAGGAGACTCCGGAATCCTTGAAA
ATCCTCCAAATGAGAGAGGATATCCGAGATCAGGTATTGAAGATGAAAACAGAGAGATGGCTGCGCACCCTGATAAGAGGG
GAGAAGACCAAGCTGAAGGACTTCCAGAAGAGGTACGAGGAGG TACATCCCTACCTGATGAAGGAGAAGGTGGAGCAAGTA
ATAATGGAAGAAGCATGGAGCCTGGCAGCTCACATAGTGLAAGAGTAA

FIG. 7D
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ADNc de M (SEQ ID NO: 10)

gtgpcagatatetatapattccctasgttcteatatgaggataacggtactgtggagcecctgectetga
gaactgptccagataagaaagecatocectacatcaggattateaaggtaggagacectectaaacatgg
agtpagatacctagatttattgetetigeptitotttgagacaccgaaacaaacaaccaatctagggage
gratctgactigacagagccgaccagetacteaatatgeggctecgggtegtiacocataggteigacca
aatactacgggactgatcagganctcttanaggectgeaccgatctecagaattacggtgaggaggactgt
tcgagcaggagagatgategtatacatggtggattcgatigglpctocactcctaccatggtcagegcage
ctgagacagggaatgatatttaatgeasacaaggtcgeactagetccccaatgectccotgggacaasgg
acataagattcagagtggtgttigtcaatgggacatctctagegggeaatcaccatagocaagatocccaaa
gaccetigeagaccttgeattgoccaactctatateegtiaacctactggtgacactcaagaccgggatce
tccacagaacaaaaggpggtactcccagtacttgatgatcaaggggagaaaaagetcaattttatggtec
acctogeetigatcaggagasaggticgegangatatacticigitgagtactgraagagcaagatigagag
aatgcggetgatitictcacttgggitaatcggoggiataageticcatgticaggttactgggacacia
totasgacattcatgagtcagetegeatggaagagggeagtctgoticceatiaatggatgtgaatocce
atatgaacctggtgattitggecggcatetgtagasatcacaggcgtcgatgcggtattacaaccggecat
ccotegtgatttocgetactaccctaatgtigiggctaagaacatoggaaggatcagaaagotetan

FIG.7E

ADNGc de F (SEQ ID NO: 12)

atgacagcatatatccagaggtcacagtgcatctcaacatcactactggttgttctcaccacattggtcet
cgtgtcagattcccagggataggetctctaacataggggtcatagtcgatgaagggaaatcactgaagat
agctggatcccacgaatcgaggtacatagtactgagtctagttccgggggtagaccttgagaatggetgce
ggaacagcccaggttatccagtacaagagcctactgaacaggetgttaatcccattgagggatgecttag
atcttcaggaggetctgataactgtcaccaatgatacgacacaaaatgecggtgitccacagtegagatt
cttcggtgctgtgattggtactatcgecacttggagtggcgacatcagecacagatcaccgecagggattgea
ctagccgaagegageggaggccaaaagagacatagegetcatcaaagaatcgatgacaaaaacacacaagt
ctatagaactgctgecaaaacgctgtgggggaacaaattcttgetctaaagacactccaggatttcgtgaa
tgatgagatcaaacccgcaataagcgaattaggctgtgagactgetgecttaagactgggtataaaattg
acacagcattactccgggetgttaactgegttcggectcgaatttcggaaccatcggagagaagagectca
cgctgcaggegetgicttcactttactectgectaacattactgagattatgaccacaatcaggacagggea
gtctaacatctatgatgtcatttatacagaacagatcaaaggaacggtgatagatgtggatctagagaga
tacatggttaccctgtctgtgaagatccctattetttctgaagtcccaggtgtgetecatacacaaggeat
cgtctatttcttacaacatagacggggaggaatggtatgtgactgtccccagecatatactcagtegtge
ttctttcttagggggtgcagacataaccgattgtgttgagtccaggttgacctatatatgecccageggat
cccgcacaactgatacctgacagccagcaaaagtgtatectgggggacacaacaaggtgtectgtcacaa
aagttgtggacagccttatccccaagtttigettttgtgaatgggggecgttgttgetaactgeatageate
cacatgtacctgegggacaggecgaagaccaatcagtcaggatcgectctaaaggtgtagtattcctaacce
catgacaactgtggtcttataggtgtcaatggggtagaattgtatgectaaccggagagggcacgatgeca
cttgggeggegtccagaacttgacagteggtectgeaattgetatecagaccegttgatatttetetcaacct
tgctgatgectacgaatttcttgeaagactctaaggetgagcttgagaaagecacggaaaatecctetetgag
gtaggtagatggtacaactcaagagagactgtgattacgatcatagtagttatggtcgtaatattggtegg
tcattatagtgatcgtcatcgtgctttatagactcagaaggtcaatgctaatgggtaatccagatgaccg
tataccgagggacacatatacattagagccgaagatcagacatatgtacacaaacggtgggttigatgeg
atggctgagaaaagatga
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ADNc de HN (SEQ ID NO: 14)

atggatggtgatagg
ggcaaacgtgactcgtactggtctacctctectagtggtagecactacaaaattagcatcaggttgggaga
ggtcaagtaaagttgacacatggttgetgattctetcattcacccagtgggetttgtecaattgecacagt
gatcatctgtatcataatttctgectagacaagggtatagtatgaaagagtactcaatgactgtagaggea
ttgaacatgagcagcagggaggtgaaagagtcacttaccagtctaataaggecaagaggttatcgeaaggg
ctgtcaacattcagagctctgtgeaaaccggaatcccagtcttgttgaacaaaaacageagggatgteat
ccagatgattgataagtcgtgcagcagacaagagctcactcagetctgtgagagtacgategeagtccac
catgccgagggaattgeccctettgageccacatagtttetggagatgccctgtcggagaaccgtatctta
gctcagatcctaaaatctcattgetgectggtecgagettgttatetggttctacaacgatctectggatg
tgttaggetcecttcactetcaattggegaggcaatetatgectattcatcaaatctecattacacaaggt
tgtgctgacatagggaaatcatatcaggtcctgeagetagggtacatatcactcaattcagatatgttec
ctgatcttaaccccgtagtgtcccacacttatgacatcaacgacaatcggaaatcatgetetgtggtegge
aaccgggactaggggttatcagetttgctccatgecgactgtagacgaaagaaccgactactctagtgat
ggtatcgaggatctggtecttgatgtcctggatctcaaagggageactaagtctcaccggtatcgeaaca
gcgaggtagatcttgatcaccegttctetgeactataccccagtgtaggecaacggeattgecaacagaagg
ctcattgatatttcttgggtatggtgggctaaccaccecctctacagggtgatacaaaatgtaggacccaa
ggatgccaacaggtgtcgecaagacacatgcaatgaggetctgaaaattacatggetaggagggaaacagg
tggtcagegtgatcatccaggtcaatgactatctctcagagageccaaagataagagtcacaaccattcc
aatcactcaaaactatctcggggeggaaggtagattattaaaattgggtgatcgggtgtacatctataca
agatcatcaggctggcactctcaactgcagataggagtacttgatgtcageccaccctttgactatcaact
ggacacctcatgaagecttgtctagaccaggaaatgaagagtgcaattggtacaatacgtgtccgaagega
atgcatatcaggcgtatacactgatgcttatccattgtcccctgatgecagetaacgtegetaccgtecacg
ctatatgccaatacatcgegtgtcaacccaacaatcatgtattctaacactactaacattataaatatgt
taaggataaaggatgttcaattagaggctgecatataccacgacatcgtgtatcacgecattttggtaaagg
ctactgctttcacatcatcgagatcaatcagaagagcctgaataccttacagecgatgetctttaagact
agcatccctaaattatgcaaggeccgagtcttaa

FIG. 7G

ADNc de L (SEQ ID NO: 16)

atggatgggcaggag

tccteccaaaacccttetgacatactctateccagaatgecacctgaactcteccatagtcagggggaaga
tagcacagttgecacgtcttgttagatgtgaaccagecctacagactgaaggacgacagecataataaatat
tacaaagcacaaaattaggaacggaggattgtccccccgtcaaattaagatcaggtctetgggtaagget
cttcaacgcacaataaaggatttagaccgatacacgtttgaaccgtacccaacctactctcaggaattac
ttaggcttgatataccagagatatigtgacaaaatccgatccgtcttegeggteteggatcggetgaccag
gegagttatctagtgggttccaggatctttggttgaatatcttcaagecaactaggcaatatagaaggaaga
gaggggtacgatccgttgeaggatatcggcaccatcceggagataactgataagtacagecaggaatagat
ggtataggccattcctaacttggticagecatcaaatatgacatgeggtggatgeagaagaccagacegeg
gggaccccttgatacctctaattcacataacctcctagaatgcaaatcatacactctagtaacatacgga
gatcttgtcatgatactgaacaagttgacattgacagggtatatcctaacccctgagetggtettgatgt
attgtgatgttgtagaagpaaggtggaatatgtcigetgeagggeatctagataagaagtccattgggat
aacaagcaaaggtgaggaattatgggaactagtggattccctcttctcaagtcttggagaggaaatatac
aatgtcatcgecactattggageccctatcacttgetectcatacaactaaatgatcctgttatacctctac
gtggggcatttatgaggcatgtgttgacagagctacagactgttitaacaagtagagacgtgtacacaga
tgctgaagcagacactattgtggagtcgttactcgecattttccatggaacctctattgatgagaaagea
gagatcttttccttctttaggacatttggecaccccagettagaggetgtcactgecgecgacaaggtaa
gggcccatatgtatgcacaaaaggeaataaagettaagaccctatacgagtgtecatgeagttttttgeac

FIG. 7TH
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tatcatcataaatgggtatagagagaggcatggeggacagtggcccccctgtgacttccetgatecacgtg
tgtctagaactaaggaacgctcaagggtccaatacggeaatectcttatgaatgtgetgtagacaactata
caagtttcataggcttcaagtttcggaagtttatagaaccacaactagatgaagatctcacaatatatat
gaaagacaaagcactatcccccaggaaggaggcatgggactetgtatacecggatagtaatetgtactat
aaagccccagagtctgaagagacceggeggettattgaagtgttcataaatgatgagaatttcaacccag
aagaaattatcaattatgtggagtcaggagattggttgaaagacgaggagttcaacatctegtacagtct
caaagagaaagagatcaagcaagagggtcgtctattcgcaaaaatgacttataagatgegagecgtacag
gtgctggecagagacactactggctaaaggaataggagagctattcagggaaaatgggatggttaagggag
agatagacctacttaaaagattgactactcttictgtctcaggegtccccaggactgattcagtgtacaa
taactctaaatcatcagagaagagaaacgaaggcatggaaaataagaactetggggggtactgggacgaa
aagaagaggtccagacatgaattcaaggeaacagattcatcaacagacggetatgaaacgttaagttget
tcctcacaacagacctcaagaaatactgcettaaactggagatttgagagtactgecattgtttggtcagag
atgcaacgagatatttggettcaagaccttcttiaactggatgecatccagtccttgaaaggtgtacaata
tatgttggagatccttactgtccagtcgecgaccggatgcatcgacaactccaggatcatgecagactctg
geattttcatacataatcctagggggggcatagaaggttactgecagaagetgtggaccttaatctcaat
cagtgcaatccacctagcagctgtgagagtegetgtcagggtetetgeaatggttcagggtgacaatcaa
gctatagecgtgacatcaagagtacctgtagectcagacttacaagcagaagaaaaatcatgtctatgagg
agatcaccaaatatttcggtgetctaagacacgtcatgtttgatgtagggcacgagetaaaattgaacga
gaccatcattagtagcaagatgtttgtctatagtaaaaggatatactatgatgggaagattttaccacag
tgcctgaaagecttgaccaagtgigtattctggtocgagacactggtagatgaaaacagatetgettgtt
cgaacatctcaacatccatagcaaaagctatcgaaaatgggtattetectatactaggetactgeattge
gttgtataagacctgtcageaggtgtgeatatcactagggatgactataaatccaactatcageecgacc
gtaagagatcaatactttaagggtaagaattggctpgagatgtgcagtgttgattccagecaaatgtiggag
gattcaactacatgtctacatctagatgctttgttagaaatattggagaccccgeagtagecagecctage
tgatctcaaaagattcatcagageggatctgttagacaageaggtattatacagggtcatgaatcaagaa
cceggtgactctagttttctagattgggcttcagacccttattegtgtaaccteccgeattctcagagta
taactacgattataaagaatatcactgctagatctgtgetgeaggaatcccegaatectctactgtetgg
tctecttcaccgagactagtggagaagaggatctcaacctggectegttecttatggaccggaaagtcatce
ctgccgagagtggctcatgagatectgggtaattecttaactggagttagggaggcgattgeagggatgc
ttgatacgaccaagtctctagtgagagecagegttaggaaaggaggattatcatatgggatattgaggag
gettgtcaattatgatctattgeagtacgagacactgactagaactctcaggaaaccggtgaaagacaac
atcgaatatgagtatatgtgttcagttgagctagetgteggtctaaggecagaaaatgtggatccacctga
cttacgggagacccatacatgggttiagaaacaccagaccctttagagetcttgaggggaatatttatcega
aggttcagaggtgtgcaagctttgeaggtctgaaggageagaccccatctatacatggtictatettect
gacaatatagacctggacacgecttacaaacggatgtccpggetataagaateccctattttggatcageca
ctgatgaaaggtcggaageccaactcgggtatgtaagaaatctaagecaaacccgeaaaggeggecatecg
gatagctatggtgtatacgtgggectacgggactgatgagatatcgtggatggaageegetettatagec
caaacaagagctaatctgagcttagagaatctaaagetgetgactcctgtttcaacctccactaatctat
ctcataggttgaaagatacggcaacccagatgaagttctctagtgcaacactagtccgtgeaagteggtt
cataacaatatcaaatgataacatggcactcaaagaagcaggggagtcgaaggatactaatetegtgtat
cagcagattatgctaactgggctaagettgttcgagttcaatatgagatataagaaaggttecttaggga
agccactgatattgcacttacatcttaataacgggtgetgtataatggagtccccacaggaggegaatat
ccccccaaggtccacattagatttagagattacacaagagaacaataaattgatctatgatcctgatcca
ctcaaggatpgtggaccttgagctatttagecaaggtcagagatgttgtacatacagttgacatgacttatt
ggtcagatgatgaagttatcagagcaaccagcatctgtactgecaatgacgatagetgatacaatgtetcea
attagatagagacaacttaaaagagatgatcgcactagtaaatgacgatgatgtcaacagettgattact
gagtttatggtgattgatgttcctttattttgetcaacgttcgggggtattctagtcaatcagtttgeat
actcactctacggcttaaacatcagaggaagggaagaaatatggggacatgtagtceggattcttaaaga
tacctcccacgeagttctaaaagtcttatctaatgetctatceccatecccaaaatcttcaaacgattetgg
aatgcaggtgtcgtggaaccigtgtatgggectaacctetecaaatcaggataagatactettggeectcet
ctgtctgtgaatattctgtggatctattcatgeacgactggcaaggggetgtaccgettgagatctttat
ctgtgacaatgacccagatgtggecgacatgaggaggtcectetttettggecaagacatcttgeataccta

FIG. 7H continuacién
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tgcagcttggeagagatatctagggatgggccaagattagaatcaatgaactctctagagaggetegagt
cactaaagagttacctggaactcacatttcttgatgacccggtactgaggtacagtcagttgactggect
agtcatcaaagtattcccatctactttgacctatateccggaagtcatctataaaagtgttaaggacaaga
gptataggagtccctgaagtcttagaagattgggatcccgaggecagataatgecactgttagatggtateg
cggcagaaatacaacagaatattcctttgggacatcagactagagecccctttttgggggttgagagtatc
caagtcacaggtactgegtctecgggggtacaaggagatcacaagaggtgagataggecagatcaggtgtt
ggtctgacgttaccattcgatggaagatatctatctcaccagetgaggetetttggeatcaacagtacta
getgecttgaaagecacttgaacttacctacctattgagecccttagttgacaaggataaagataggetata
tttaggggaaggagctggggccatgetttectgttatgacgetactettggeccatgecatcaactattat
aactcaggggtatactcttgtgatgtcaatgggcagagagagttaaatatatatcctgetgaggtggeac
tagtgggaaagaaattaaacaatgttactagtctgggtcaaagagttaaagtgttattcaacgggaatcc
tggctcgacatggattggegaatgatgagtgtgaggetttgattiggaatgaattacagaatagetcgata
ggcctagtecactgtgacatggagggaggagatcataaggatgatcaagttgtactgecatgageattaca
gtegtaatccggatcgegtatctgptegggegatcgagacgtigtgcttataageaagattgeteccagget
gggcacggattggaccaggcageteagectatatctgagatactgggacgaggttaacctaatagtgett
aaaacatctaaccctgettccacagagatgtatctectatcgaggeaccecaaatectgacattatagagg
acagcaagacagtgitagctagtctectecctttgtcaaaagaagatagecatcaagatagaaaagtggat
cttaatagagaaggcaaaggctcacgaatgggttactcgggaattgagagaaggaagetcttcatcaggg
atgcttagaccttaccatcaagcactgcagacgtttggetttgaaccaaacttgtataaattgagcagag
atttcttgtccaccatgaacatagetgatacacacaactgeatgatagetttcaacagggttttgaagga
tacaatcttcgaatgggctagaataactgagtcagataaaaggcttaaactaactggtaagtatgacctg
tatcctgtgagagattcaggcaagttgaagacaatttctagaagacttgtgectatcttggatatctttat
ctatgtccacaagattggtaactgggtcattccctgaccagaagtttgaagecaagacttcaattgggaat
agtttcattatcatcccgtgaaatcaggaacctgagggttatcacaaaaactttattatacaggtttgag
gatattatacatagtataacgtatagattcctcaccaaagaaataaagattttgatgaagattttagggg
cagtcaagatgttcggggccaggecaaaatgaatacacgaccgtgattgatgatggatcactaggtgatat
cgagccatatgacagctcgtaataattagtccctate

FIG. 7H continuacion
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A .

Sitio Not 1 gen de la luciferasa

CGGCCBOBECECECCACTETTEBTAAABCCACHATG ... TAATTCTAGAGGCGCGCCG

sefial de finalizacion sefial de iniciacion
génica génica Sitio Not |
GRATAAGARBAACTTRGGGTGARAGGCGECCRG SEQIDNO: 21
B
sefial de iniciacion Sitio Not |
pSaVc-luc{P—M) A GGG«T GAAATTTCACCTGCEGCCG]  uciferasa... SEQIDNO: 22

pSeVeucMF) . CTTRGBGTGARAG TCCCTTGEEECEEY, lucierasa. . SEQIDNO : 23

pSch—Iuo(F-HN) ...CT AGGGTGAAAGTGAGGTCGCGLCGGTACTTTAGCTGCGGCCGL.  luciferasa... -SEQID NO : 24

¢ AGGGATAAAG SEQIDNO 19
pSeVe-WT ! ¢

il rica

pSeVe-luc(P-M)

pSeVe-luc(M-F*)

W rbo -

pSeVe-luc(F-HN) L ribe
Eseﬁal eficaz de iniciacion génica l sefial de finalizacién génica
Eseﬁal suboptima de iniciacién gen de la luciferasa de luciérnaga

génica

FIG. 9
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Luminiscencia ex vivo
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Titulo del virus (logic UFP/mI)

Titulo del virus (log1o UFP/mI)
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Titulo del virus (logic UFP/ml)
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Ratones 129, 70 UFP

Ratones BALB/c, 70 UFP

Ratones 129, 7000 UFP

Ratones BALB/c, 7000 UFP
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Titulo del virus (logio DICTse/ml)

Titulo del virus (log1g DICTso/ml)
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DO 405 nm

DO 405 nm
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Carga de exposicion de RSV (ufp/ml)
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Carga de exposicion de RSV (ufp/ml)
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