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ES 2319424 T3

DESCRIPCION

Virus mutantes de la estomatitis vesicular y sus usos.
Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al campo de los virus y, en particular, a virus mutantes que son utiles como
vectores virales y vacunas.

Antecedentes

Virus atenuados o aquellos que tienen un reducido potencial de replicacién se han utilizado ampliamente para un
cierto nimero de aplicaciones terapéuticas, por ejemplo como vacunas o vectores de vacunas, 0 como vectores en
la terapia génica. Tipicamente, la produccion de virus atenuados ha implicado el aislamiento de mutaciones al azar
mediante el paso repetido de virus de tipo salvaje por hospedantes no naturales. Avances en la tecnologia del ADN
recombinante y técnicas de ingenieria genética han proporcionado las herramientas para un mejor desarrollo de virus
en calidad de agentes terapéuticos y profildcticos. Las técnicas recombinantes permiten la introduccién de mutaciones
especificas en una regién seleccionada del genoma del virus y minimizan también la reversién del virus mutante en el
de tipo salvaje.

La capacidad de muchos virus de estimular la inmunidad tanto humoral como la mediada por células les hace
ideales vectores de vacunas y, por lo tanto, se ha desarrollado un cierto niimero de virus como vectores de vacunas
para una amplia gama de enfermedades, incluidos VIH, VHC y céncer. Los virus son también bien adecuados para uso
como vectores en la terapia génica. La terapia génica, es decir la modificacién de la expresion génica por parte de la
transferencia, transitoria o permanente, de genes funcionales a células somaticas, estd siendo intensamente desarrollada
como un nuevo enfoque para prevenir y tratar la enfermedad.

A pesar de que se conoce una diversidad de métodos fisicos y quimicos para introducir dcidos nucleicos exégenos
en células eucariéticas, los virus han demostrado, generalmente, ser mucho mads eficaces para este fin. Se han explorado
varios virus, tales como parvovirus, adenovirus, virus herpes, retrovirus, rhabdovirus y virus de la varicela, como
posibles vectores para la terapia génica (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 6.440.422; 6.531.123 y
6.451.323).

Se ha descrito la ingenierfa de un cierto nimero de virus para producir virus recombinantes con propiedades
especificas. Por ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 6.497.873 describe un rhabdovirus recombinante que expresa la
proteina F de la cepa SV5 de paramixovirus. En este virus recombinante, la proteina F se expresa en forma de una
proteina de fusién con una parte de la proteina G de rhabdovirus. Las patentes de EE.UU. n°s 6.022.726 y 6.468.544
describen virus atenuados por ingenieria que incluyen una mutacién en una secuencia no codificadora o codificadora
de un gen no estructural (NS - siglas en inglés) viral. También se describen virus atenuados quiméricos que expresan
proteinas virales alteradas o quiméricas. La patente de EE.UU. n° 6.468.544 describe, ademas, un virus de la gripe
vivo atenuado que puede inducir la produccién de interferén en una célula infestada.

Los virus tratados por ingenieria han sido también descritos como agentes oncoliticos, los cuales explotan defectos
genéticos, tinicos para que se repliquen células neoplasticas y lisen células neoplasticas, pero no células no neoplas-
ticas. Por ejemplo, las solicitudes de patente internacional WO 97/26904 y WO 96/03997 describen un virus herpes
simplex mutante (HSV-1716) que inhibe el desarrollo de la célula tumoral, la patente de EE.UU. n°® 6.296.845 describe
un adenovirus mutado que se piensa replica, de preferencia, en células tumorales p53-negativas, la patente de EE.UU.
n°® 6.110.461 ensefia el uso de un reovirus para el tratamiento de neoplasma mediado por Ras y la patente de EE.UU.
n° 6.531.456 describe un vector de virus adeno-asociado recombinante que porta un gen de susceptibilidad a fadrmacos
y un segundo gen capaz de producir un efecto complementario (tal como un gen supresor de interferones o tumores)
para uso en el tratamiento del cancer.

Como una alternativa a virus tratados mediante ingenieria genética, se pueden emplear virus no patégenos, por
ejemplo el documento WO 01/19380 describe el uso de un rhabdovirus y, en particular, el virus de la estomatitis vesi-
cular (VSV - siglas en inglés), en calidad de un agente oncolitico selectivo contra células tumorales, caracterizado por
tener bajos niveles, o ninguno, de actividad de PKR (siglas en inglés de quinasa dependiente de ARN de doble cade-
na). El documento WO 01/19380 describe también la identificacion de cuatro VSVs mutantes que eran susceptibles al
interferén y su uso como agentes oncoliticos.

Los siguientes documentos describen el papel celular de la proteina de la matriz del virus de la estomatitis vesicular
(VSV):

Petersen J M et al., Molecular and Cellular Biology, Estados Unidos, nov. 2000, vol. 20, n° 22, paginas 8590-8601;
Von Kobbe et al., Molecular Cell., Estados Unidos, nov. 2000, vol. 6, n° 5, paginas 1243-1252; Jayakar Himangi R, et
al., Journal of Virology. Estados Unidos, ago. 2002, vol. 76, n°® 16, paginas 8011-8018; Desforges Marc, et al., Virus
Research, vol. 76, n° 1, julio 2001, paginas 87-102; y Desforges Marc, et al., Virology, Estados Unidos, vol. 295, n° 1,
30 de marzo de 2002, paginas 63-73.
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Se proporciona esta informacién de antecedentes con el fin de poner en conocimiento informacién que por parte
de la solicitante se piensa que es de relevancia para la presente invencidn. No se pretende necesariamente admisién
alguna, ni deberia interpretarse que cualquier informacién precedente constituye técnica anterior contra la presente
invencion.

Sumario de la invenciéon
Un objeto de la presente invencién es proporcionar virus mutantes y usos de los mismos.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencidn, se proporciona un virus de la estomatitis vesicular (VSV)
mutante que tiene la mutaciéon AMS51 en la proteina de la matriz (M). En una realizacién preferida, dicho VSV mutante
comprende una o mds mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en AM51-54, AMS51-57, V221F, S226R,
AV221-8226, V221X, S226X, o una combinacién de las mismas. En otra realizacién preferida, dicho VSV mutante
comprende una o mds mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en: AM51/V221F; AMS51-54/V221F; AM51-
57/V221F; AM51/S226R; AM51-54/S226R y AM51-57/S226R. Todavia en otra realizacién preferida, dicho VSV
mutante comprende una o mis mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en: AM51/V221F/S226R; AM51-
54/V221F/S226R y AM51-57/V221F/S226R.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona un vector viral que comprende un VSV mutante segin
se describe antes.

Todavia en otro aspecto de la invencién, se proporciona un vector de vacuna que comprende un VSV mutante
seglin se describe antes y un acido nucleico heter6logo que codifica uno o mas antigenos.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se proporciona un adyuvante de vacuna que comprende un VSV
mutante segun se describe antes y, opcionalmente, un soporte farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un agente oncolitico selectivo que comprende un VSV mutante
segun se describe antes y, opcionalmente, un soporte farmacéuticamente aceptable.

Todavia en otro aspecto de la invencidn, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un VSV
mutante seguin se describe antes y un soporte farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona una composicién inmunogénica que comprende un
VSV mutante segiin se describe antes y un soporte farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto de la invencidn, se proporciona un uso de un VSV mutante segtin se describe antes en calidad de
un aditivo para preparaciones de virus farmacéuticas destinadas a proteger contra revertantes virulentos que surgen en
dichas preparaciones.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se proporciona un uso de un VSV mutante segin se describe antes
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno que puede ser aliviado por
la liberacién de citoquinas.

Todavia en otro aspecto de la invencidn, se proporciona un kit que comprende uno o mds recipientes y un VSV
mutante segin se describe antes.

La solicitud describe también un rhabdovirus mutante que tiene una o mds mutaciones en un gen que codifica una
proteina implicada en el bloqueo del transporte nuclear de ARNm o proteina en una célula infestada, en donde dicha
mutacién resulta en el rhabdovirus mutante que tiene una capacidad disminuida de bloquear el transporte nuclear de
ARNm o proteina, cuando se compara con el virus de tipo salvaje.

La solicitud describe también un vector viral que comprende un rhabdovirus mutante que tiene una o mas muta-
ciones en un gen que codifica una proteina implicada en el bloqueo del transporte nuclear de ARNm o proteina en una
célula infestada, en donde dicha mutacién resulta en el rhabdovirus mutante que tiene una capacidad disminuida de
bloquear el transporte nuclear de ARNm o proteina, cuando se compara con el virus de tipo salvaje.

También se describe un vector de vacuna que comprende un rhabdovirus mutante que tiene una o mas mutaciones
en un gen que codifica una proteina implicada en el bloqueo del transporte nuclear de ARNm o proteina en una
célula infestada y un acido nucleico heterélogo que codifica uno o mas antigenos, en donde dicha mutacién resulta en
el rhabdovirus mutante que tiene una capacidad disminuida de bloquear el transporte nuclear d¢ ARNm o proteina,
cuando se compara con el virus de tipo salvaje.

La solicitud describe, ademads, un adyuvante de vacuna que comprende un rhabdovirus mutante que tiene una o mas
mutaciones en un gen que codifica una proteina implicada en el bloqueo del transporte nuclear de ARNm o proteina
en una célula infestada y, opcionalmente, un soporte farmacéuticamente aceptable, siendo capaz dicho rhabdovirus
mutante de desencadenar la produccién de una o més citoquinas en una célula. en donde dicha mutacién resulta en

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319424 T3

el rhabdovirus mutante que tiene una capacidad disminuida de bloquear el transporte nuclear de ARNm o proteina,
cuando se compara con el virus de tipo salvaje.

También se describe un agente oncolitico selectivo que comprende un rhabdovirus mutante que tiene una o mas
mutaciones en un gen que codifica una proteina implicada en el bloqueo del transporte nuclear de ARNm o proteina
en una célula infestada y, opcionalmente, un soporte farmacéuticamente aceptable, en donde dicha mutacidn resulta
en el rhabdovirus mutante que tiene una capacidad disminuida de bloquear el transporte nuclear de ARNm o proteina,
cuando se compara con el virus de tipo salvaje.

Ademas, la solicitud describe una composicién farmacéutica que comprende un rhabdovirus mutante que tiene
una o mds mutaciones en un gen que codifica una proteina implicada en el bloqueo del transporte nuclear d¢ ARNm
o proteina en una célula infestada y un soporte farmacéuticamente aceptable, en donde dicha mutacién resulta en
el rhabdovirus mutante que tiene una capacidad disminuida de bloquear el transporte nuclear d¢ ARNm o proteina,
cuando se compara con el virus de tipo salvaje.

La solicitud también describe una composicién inmunogénica que comprende un rhabdovirus mutante que tiene
una o mas mutaciones en un gen que codifica una proteina implicada en el bloqueo del transporte nuclear de ARNm o
proteina en una célula infestada y un soporte farmacéuticamente aceptable, siendo capaz dicho rhabdovirus mutante de
desencadenar la produccién de una o més citoquinas en una célula. en donde dicha mutacién resulta en el rhabdovirus
mutante que tiene una capacidad disminuida de bloquear el transporte nuclear de ARNm o proteina, cuando se compara
con el virus de tipo salvaje.

También se describe un uso del rhabdovirus mutante segtin se describe antes en calidad de un aditivo para prepa-
raciones de virus farmacéuticas destinadas a proteger contra revertantes virulentos que surgen en la preparacion.

Ademds, la solicitud describe un uso del rhabdovirus mutante segin se describe antes en el tratamiento de una
enfermedad o trastorno que puede ser aliviado por la liberacién de citoquinas.

La solicitud describe también un uso del rhabdovirus mutante segtn se describe antes en calidad de un vector viral
para el suministro de dicho 4cido nucleico heterélogo a un sujeto que lo necesita.

También se describe un kit que comprende uno o mds recipientes y un rhabdovirus mutante que tiene una o mas
mutaciones en un gen que codifica una proteina implicada en el bloqueo del transporte nuclear d¢ ARNm o proteina en
una célula infestada, en donde dicha mutacién resulta en el rhabdovirus mutante que tiene una capacidad disminuida
de bloquear el transporte nuclear de ARNm o proteina, cuando se compara con el virus de tipo salvaje.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 representa que la toxicidad in vivo disminuida de virus VSV mutantes AV1 y AV2 es mediada por
interferén. (A) Células de carcinoma de préstata humanas (PC3) y células de carcinomas renales humanas (CAKI-1)
se infestaron simuladamente o se infestaron con cepas de tipo salvaje (WT - siglas en inglés), AV1 o AV2 de VSV.
Los medios de cultivo se analizaron mediante ELISA para detectar la produccién de IFN-a@ humano 18 horas después
de la infestacion. (B) Toxicidad in vivo de cepas de VSV WT frente a mutantes por parte de la via de administracién
y raza de ratén. IN = intranasal; IV = intravenosa; nd = no determinado. (C) AV2 puede proteger a ratones en trans
frente a una infeccién de VSV WT Iletal. Ratones PKR~/~ fueron infestados por via intranasal con cepas WT, AV2
o combinaciones de ambas cepas y fueron vigilados en cuanto a morbosidad o mortalidad. Los valores indican el
ndmero de ratones por grupo que muestran sintomas de infeccién (morbosidad) o el nimero de ratones por grupo que
sucumbieron a la infeccion (mortalidad). (D) Ratones Balb/C y Balb/C IFNR ™~ fueron infestados por via intranasal
con VSV WT, virus AV1 o AV2 y fueron vigilados en cuanto a la morbosidad.

La figura 2 representa que la respuesta transcripcional secundaria es inhibida por VSV WT, pero no por AV1
0 AV2. (A) La respuesta primaria a la infeccién viral es mediada por IRF-3, cJUN/ATF-2 y NF«B (aqui mostrado
formando parte del complejo de reforzador (“enhancesome”™) en el promotor IFN-3). Los datos de microdisposicién
indican genes de respuesta transcripcional primaria robustamente suprarregulados en células infestadas tanto con virus
WT como mutantes. (a: se sabe que ISG15 requiere ISGF3 para una induccién completa). Los valores representan la
induccion completa frente a los infestados simuladamente. (B) IFN-S es luego traducido y secretado para estimular,
de una manera autocrina, la sefializacién de JAK/STAT para formar complejos de ISGF3 en el niicleo que media en
la induccién de genes de la respuesta transcripcional secundaria. Mientras que células infestadas con AV1 o AV2
muestran una robusta suprarregulacion de estos genes, células infestadas con WT no muestran expresion en absoluto
(A = ausente), (C) Sin la consiguiente expresion de IRF-7 en células infestadas con VSV WT no puede tener lugar la
onda transcripcional terciaria, que incluye casi todos los genes IFN-« (b: IFN-a7 es marginalmente detectado por la
disposicién en muestras WT). En contraposicidn, células infestadas con AV1 y AV2 inducen eficazmente la expresion
de genes IFN-a. (D) Datos de RT-PCR a las 4 horas después de la infestacion de células A549 mostraban genes
de respuesta primaria RANTES e IFN-8 inducido a niveles similares en células infestadas con VSV WT y mutante,
mientras que la suprarregulaciéon de MX1 (respuesta secundaria) estaba afectada en células infestadas por WT. (E) El
andlisis de transferencia Western mostrd una cinética similar de la activacion de IRF-3 entre VSVs WT y mutantes,
pero la expresion de proteinas por ISG56 (respuesta primaria) se vi6 seriamente afectada en células infestadas con WT.
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La proteina IRF-7 se detecta inicamente en células infestadas con AV1 y AV2. IRF-7A parece ser capaz de inducir la
expresion de IRF-7 endégena.

La figura 3 muestra que los ARNms de IFN-f estdn seriamente mermados en fracciones de citoplasma procedentes
de células infestadas con VSV WT, segtin se determina por RT-PCR cuantitativa. (A) Fracciones de ARN total nuclear
(N) y citoplasmico (C) procedentes de células infestadas con VSV de WT, AV1 o AV2 se sometieron a ensayo en
cuanto a ARNm de IFN-8; ARNm normalizado a HPRT procedente de la misma muestra. * indicaba que no se detectd
ARNm de IFN-g. (B) Células infestadas con cepas de VSV WT o mutantes se sometieron a ensayo mediante ELISA
en cuanto a la produccién de IFN-B. Células infestadas con AV1 y AV2 y no las células infestadas con VSV WT
muestran IFN-8 secretado detectable.

La figura 4 representa que las cepas de VSV mutantes demuestran eficacia in vivo en una diversidad de modelos
de tumores. (A) VSV mutante es eficaz para tratar tumores de ascitis de ovarios humanos por xenoinjerto mediante
tratamiento intraperitoneal. Células de carcinoma de ovarios ES-2 humanas se inyectaron en la cavidad intraperitoneal
de ratones hipotimicos CD-1 para establecer tumores con ascitis. Doce dias después de la inyeccién de 1 x 10° células
ES-2, los animales fueron tratados un dia si y otro no (3 dosis en total) con VSV AV2 o VSV AV2 inactivados por
UV. Cada dosis (1 x 10° ufp) se administr6 a la cavidad intraperitoneal. Los animales fueron evaluados en cuanto a
morbidez y mortalidad y fueron eutanizados tras la aparicién de una formacién moderada de ascitis. “n” significa el
nimero de animales por grupo. (B) Tratamiento sistémico de tumores subcutdneos en un animal competente inmune.
Los tumores subcutdneos se establecieron en ratones Balb/C inyectando 1 x 10° células de carcinoma de colon CT26
en la regién del flanco de la extremidad. Cuando los tumores alcanzaban aproximadamente 10 mm?, los ratones fueron
tratados un dia si y otro no cada 10 dfas (6 dosis en total) con una inyeccién intravenosa de 5x10% ufp del virus
indicado. “Trojan” se refiere a la inyeccién de 3x10° células CT26 infestadas con VSV AV1 a una multiplicidad de
infeccion (MOI - siglas en inglés) de 20. Ratones testigo recibieron 6 dosis de 5x10® equivalentes de ufp de VSV
AV?2 inactivados por UV. Los tumores se midieron diariamente para calcular los volimenes de los tumores. Los
animales fueron eutanizados cuando se consider6 que la carga de tumores era excesiva (aproximadamente 750 mm?).
(C) muestra el cambio en los pesos de los ratones medidos diariamente, para cada grupo, durante los 3 dias antes del
tratamiento hasta el dia 11 después del tratamiento. Las barras de errores significan EMT (error medio tipico). (D)
Tratamiento de tumores diseminados en pulmones en un modelo de ratén inmuno-competente. Los tumores en los
pulmones se establecen inyectando 3x10° células CT26 en la vena de la cola de ratones Balb/C. El dia 12 los ratones
fueron tratados como sigue: UV AV2 IV = 1 dosis por via intravenosa (5x10® equivalentes de ufp), AV2 IV = 1 dosis
de VSV mutante 3 por via intravenosa (5x10® ufp), AV2 IN = 1 dosis de VSV AV2 por via intranasal (5x107 ufp), AV2
IV e IN = dosis de VSV AV2 por via intravenosa (5x10® ufp) y 1 dosis de VSV AV2 por via intranasal (5x107 ufp).
Cuatro dias después del tratamiento se sacrificé a todos los ratones y se retiraron sus pulmones (los corazones estdn
visibles para su medicion). Las flechas indican tumores residuales. (E) Los tumores pulmonares se establecieron como
se describe antes. El dia 12 los ratones fueron tratados como se indica con 5x107 ufp, suministradas por instilacién
intranasal, un dia si y otro no durante 2 semanas (6 dosis en total). La morbidez y la mortalidad se vigilan diariamente,
y se eutaniza a ratones que muestran sintomas de distrés respiratorio y se les examina en cuanto a la carga tumoral.
“n” indica el nimero de ratones en el grupo de tratamiento.

La figura 5 representa un modelo que describe cémo cepas de VSV mutante pueden ser capaces de prevenir el
brote de cepas WT virulentas procedentes de una poblacién mixta. (A) VSV WT puede bloquear la secrecién de IFN a
partir de células infestadas que hacen que células vecinas queden desprotegidas y sean susceptibles a particulas virales
nacientes, lo que resulta en una difusién viral. (B) Se induce una “nube de citoquinas” de IFNs y, quizés, de otras
citoquinas, tras la infeccion con cepas de VSV que codifican proteinas M defectuosas para el bloqueo del transporte
nuclear/citopldsmico. Las células vecinas son protegidas de la infeccién por parte de VSV mutante y cualesquiera
cepas revertantes que tratan de emerger de la poblacion.

La figura 6 describe ejemplos de mutaciones que se pueden producir de acuerdo con la presente invencidn en el
gen que codifica la proteina M de VSV.

La figura 7 describe la secuencia de la porcién relevante de la proteina M de VSV para XNDG M4 y M5 mutantes
rescatados.

La figura 8 describe que los VSVs para XNDG M4 y M5 mutantes rescatados tienen tamafios de placas similares
al VSV mutante Mut2.

Las figuras 9A, B y C describen células transfectadas con 72 aminodcidos amino-terminales de VSV condensados
a GFP (WT + 72-GFP-N1, verde) y OCT-DsRed2 (marcador mitocondrial, rojo). C. Imagen fusionada que muestra la
co-localizacién de M-GFP y OCT-DsRed2. D, E y F. Células transfectadas con WT+72-GFP-N1 y tefiidas con rojo
Mitotracker. La fecha indica una tipica célula transfectada que exhibe mitocondrias puntuadas y tincién con Mitotrac-
ker reducida. El asterisco indica una célula transfectada con mitocondrias reticulares (normales), lo que indica una
co-localizacién de WT+72-GFP-N1 y la tincién con Mitotracker (imagen fusionada F). G y H. Células transfectadas
con WT+72-GFP-N1 y tefidas con rojo Mitotracker. Las células transfectadas tienen mitocondrias puntuadas y una
tincién con Mitotracker reducida (flecha).

Las figuras 10A, B y C describen imdgenes de una célula viva co-transfectada con los 72 aminodcidos amino-
terminales de M de VSV condensados a GFP (WT + 72-GFP-N1, verde) y OCT-DsRed2 (marcador mitocondrial,
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rojo). Las imdgenes fusionadas indican la co-localizacién, asi como la fragmentacién progresiva de las mitocondrias
inicialmente reticulares de esta célula, ya que la célula es exterminada por esta proteina téxica. D. Una célula vi-
va co-transfectada como antes. De nuevo, esto indica la co-localizacién de WT + 72-GFP-N1 y OCT-DsRed2 con
una relativa concentracién de la proteina de fusion M-GFP de VSV y protuberancias y uniones en la mitocondria
(verde).

La figura 11 describe la secuencia de dcidos nucleicos para el genoma del AV1 mutante de VSV [SEQ ID N°: 1].

La figura 12 describe la secuencia de dcidos nucleicos para el gen de la proteina M del AV mutante de VSV [SEQ
ID N°: 2].

La figura 13 describe la secuencia de aminodacidos para la proteina M mutante del AV1 mutante de VSV [SEQ ID
N 3].

La figura 14 describe la secuencia de 4cidos nucleicos para el genoma del AV2 mutante de VSV [SEQ ID N°: 4].

La figura 15 describe la secuencia de dcidos nucleicos para el gen de la proteina M mutante del AV2 mutante de
VSV [SEQ ID N°: 5].

La figura 16 describe la secuencia de aminodcidos para la proteina M mutante del AV2 mutante de VSV [SEQ ID
N°: 6].

Las figuras 17A y B demuestran graficamente el efecto protector de un VSV mutante de acuerdo con una realiza-
cioén de la presente invencién, en donde la figura 17A describe el porcentaje de supervivencia de ratones después de
la administracién de una dosis intracraneal letal de VSV; y la figura 17B describe cambios en los pesos de los ratones
con el tiempo tras la dosis intracraneal letal de VSV.

La figura 18 describe graficamente la produccion relativa de [3-IFN] en células OVCAR 4, CAKI-1 y HOP62
infestadas con VSV WT o un VSV mutante (AV1 o AV2).

Las figuras 19A y B demuestran graficamente la actividad citotéxica de linfocitos T anti-CT26 procedente de
esplenocitos obtenidos de ratones tratados con VSV WT y VSV AMS51 y con tumores CT26 establecidos (figura 19A)
y la lisis de células CT26 dependiente e independientes de NK, causada por los esplenocitos obtenidos de ratones no
portadores de tumores, tratados con VSV WT y VSV AMS51 (figura 19B).

La figura 20 describe secciones de tumores CT26, tefiidas inmunohistoquimicamente, procedentes de ratones tra-
tados con GFP de VSV A51M que portan tumores CT26 subcutineos.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidén proporciona virus mutantes que portan una o mds mutaciones en un gen que codifica una
proteina responsable del bloqueo del transporte nuclear de ARNm o proteinas en una célula infestada. Asi, los virus
mutantes tienen una capacidad disminuida de bloquear el transporte nuclear cuando se compara con el virus de tipo
salvaje y se atenuan in vivo. Los virus mutantes pueden ser capaces de disparar los sistemas anti-virales de una célula
hospedante normal, al tiempo que siguen siendo sensibles a los efectos de estos sistemas. Los virus mutantes son
adecuados para una amplia gama de aplicaciones que incluyen, pero no se limitan a agentes terapéuticos para el
tratamiento del cancer e infecciones cronicas, en calidad de vacunas y adyuvantes, en calidad de vectores virales y en
calidad de agentes oncoliticos y citoliticos para la lisis selectiva de células malignas o infestadas.

Definiciones

A menos que se defina de otro modo, todos los términos y expresiones técnicos y cientificos utilizados en esta
memoria tienen el mismo sentido que el que se entiende comtinmente por un experto ordinario en la técnica a la que
pertenece esta invencion. En esta memoria se utilizan de manera indistinta las anotaciones convencionales de tres
letras y una letra para aminodcidos.

La expresion “secuencia de acidos nucleicos heteréloga”, tal como se utiliza en esta memoria en relacién con un
virus especifico, se refiere a una secuencia de dcidos nucleicos que procede de una fuente distinta del virus especifica-
do.

El término “mutacion”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una delecion, una insercion de acido
nucleico heter6logo, una inversion o una sustitucion.

El término “gen”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un segmento de acido nucleico que codifica una
proteina individual o ARN (a la que se alude también como una “secuencia codificadora” o “regioén codificadora”)
junto con regiones reguladoras asociadas tales como promotores, operadores, terminadores y similares, que pueden
estar situados mads arriba o mds abajo de la secuencia codificadora.
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La expresién “virus mutante”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un virus que comprende una o mas
mutaciones en su genoma, que incluyen, pero no se limitan a deleciones, inserciones de dcidos nucleicos heterélogos,
inversiones, sustituciones o combinaciones de las mismas.

La expresion “que se produce de forma natural”, tal como se utiliza en esta memoria, con referencia a un virus,
indica que el virus puede encontrarse en la naturaleza, es decir puede aislarse de una fuente en la naturaleza y no ha
sido intencionadamente modificado por el hombre en el laboratorio.

La expresion “virus de tipo salvaje”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere al genotipo mds frecuente de
un virus encontrado en la naturaleza y contra el cual se definen mutantes.

La expresion “sistemas anti-virales”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a los componentes de una
respuesta de la célula a la infeccién viral e incluyen, por ejemplo, interferones y otras citoquinas, 6xido nitrico sin-
tasa; quinasa dependiente de CKNA de doble cadena (PKR, oligoadenilato sintasa (OAS), Mx A y Mx B GTPasas y
similares.

La expresion “respuesta anti-viral”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una respuesta de la célula a la
infeccién viral e incluye, por ejemplo, produccién de interferones, liberacién de citoquinas, produccién de quimioqui-
nas, produccién de linfoquinas, o una combinacién de los mismos.

La expresion “célula hospedante normal”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una célula no cancerosa
y no infestada con una respuesta anti-viral intacta.

El término “vacuna”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una preparacién de material capaz de esti-
mular una respuesta inmune en un animal sin inducir enfermedad alguna.

La expresion “agente oncolitico”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un agente capaz de inhibir el
crecimiento de y/o de exterminar células tumorales.

El término “adyuvante”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una sustancia que, cuando se aiade a una
vacuna, es capaz de reforzar la respuesta inmune estimulada por la vacuna en un sujeto.

Virus mutantes

La presente invencién proporciona virus mutantes que comprenden una o mas mutaciones en un gen que codifica
una proteina que estd implicada en el bloqueo del transporte nuclear de ARNm o proteina en una célula hospedante
infestada. Como resultado de ello, los virus mutantes tienen una capacidad reducida de bloquear el transporte nuclear
y son atenuados in vivo. El bloqueo de la exportacién nuclear de ARNm o proteina inutiliza los sistemas anti-virales en
el interior de la célula infectada, asi como el mecanismo mediante el cual la célula infestada puede proteger a células
que la rodean frente a una infeccién (es decir, sistema de aviso temprano) y, en tltima instancia, conduce a la citolisis.
Por lo tanto, en una realizacién de la presente invencidn, los virus mutantes tienen propiedades citoliticas disminuidas
en comparacion con su equivalente de tipo salvaje.

Dado que el virus mutante es incapaz de bloquear el transporte nuclear d¢ ARNm o proteina, la infestacién de una
célula hospedante normal por parte del virus mutante puede dar como resultado el disparo de los sistemas anti-virales
de la célula que, normalmente, estdn bloqueados o son derivados por el virus de tipo salvaje. Por lo tanto, de acuerdo
con otra realizacién de la presente invencion, el virus mutante es capaz de disparar y es sensible a los sistemas anti-
virales de una célula hospedante normal.

Se conoce una diversidad de virus que bloquean el transporte nuclear de ARNm o proteina en una célula infestada
como parte de su ciclo de replicacion y, asi, son adecuados para la mutacion con el fin de producir un virus mutante,
por ejemplo virus de ADN, un virus de ARN de cadena positiva o un virus de ARN de cadena negativa. Ejemplos
de virus de ADN adecuados incluyen virus herpes, adenovirus, parvovirus, papovavirus, iridovirus, hepadenavirus,
poxvirus, virus de las paperas, virus de la parainfluenza humana, virus del sarampidn o virus de la rubeola. Ejemplos
de virus de ARN de sentido positivo, adecuados, incluyen togavirus, flavivirus, picornavirus o coronavirus. Ejemplos
de virus de ARN de sentido negativo, adecuados, incluyen los de las familias Orthomyoxiviridae, Rhabdoviridae y
Paramyoxoviridae.

El virus puede, por ejemplo, seleccionarse de las familias Poxviridae, Picornaviridae, Orthomyoxiviridae o Rhab-
doviridae, por ejemplo el virus puede ser un virus vacunal, poliovirus, rhinovirus, virus de la influenza, virus de la
rabia, virus de la estomatitis vesicular, virus de la enfermedad de Newcastle o vesiculovirus.

Los rhabdovirus son particularmente bien adecuados para uso terapéutico, ya que no son patégenos humanos
comunes. Una respuesta inmune pre-existente a una cepa viral, similar a la utilizada como un agente terapéutico,
puede atenuar la eficacia del virus mutante en calidad de agente terapéutico y, por lo tanto, es indeseable. Ademas,
los rhabdovirus son virus de ARN que pasan todo su ciclo vital en el citoplasma, minimizando as{ el riesgo de una
integracion indeseada en el genoma de un paciente.
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El rhabdovirus puede ser un vesiculovirus. Ejemplos de vesiculovirus incluyen, pero no se limitan a Piry, Chandi-
pura y virus de la estomatitis vesicular (VSV).

VSV es un miembro de los Vesiculoviridae que ha demostrado el potencial terapéutico. Infecciones por VSV en
seres humanos son asintomdticas o se manifiestan como una “gripe” suave. No existen casos resefiados de enfermedad
grave o muerte entre seres humanos infestados por VSV. Otras caracteristicas ttiles de VSV incluyen el hecho de que
éste se replica rapidamente y puede concentrarse facilmente a titulos elevados. Es un virus simple que comprende
solamente cinco genes y, asi, es ficilmente ddcil a la manipulacién genética, y tiene una amplia gama de hospedan-
tes y es capaz de infestar a la mayoria de los tipos de células humanas. En la presente invencion, el virus mutante
es un VSV mutante. En la técnica se conoce un cierto nimero de cepas diferentes de VSV y son adecuadas para
uso en la presente invencion. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a las cepas Indiana y New Jersey. Un experto
en la técnica apreciard que surgirdn y/o se descubrirdn en el futuro nuevas cepas de VSV que también seran ade-
cuadas para uso en la presente invencion. Se considera que este tipo de cepas caen también dentro del alcance de la
invencion.

1. Preparacion de virus mutantes

De acuerdo con la presente invencidn, los virus mutantes pueden ser mutantes que se producen de forma natural o
pueden ser mutantes obtenidos por ingenieria genética. Por lo tanto, los virus mutantes se pueden obtener por seleccién
utilizando condiciones de desarrollo o presiones de seleccion definidas, o pueden ser virus recombinantes que se han
obtenido especificamente por ingenieria utilizando técnicas de ingenieria genética conocidas en la técnica.

Por ejemplo, para la seleccién de los virus mutantes que disparan y se mantienen sensibles a sistemas anti-virales
en una célula infestada, una poblacién del virus se puede desarrollar en células que normalmente son susceptibles a la
infeccién por parte del virus de tipo salvaje y se aislan los virus que se desarrollan deficientemente (es decir, forman
placas mds pequeiias) en estas células. Estos virus aislados son virus mutantes candidato. Un ejemplo de una técnica
de seleccién de este tipo para virus tales como VSV, que normalmente bloquean la respuesta del interfer6n en células
infestadas, seria la seleccion para un desarrollo deficiente en células que responden al interferén, tales como lineas de
células epiteliales, cuando se compara con virus de tipo salvaje. La formacion de grandes placas cuando estos mutantes
candidato se desarrollan en células que no responden al interferén (tales como células tumorales) confirmarian que el
desarrollo deficiente es debido a la respuesta al interferén (véase, por ejemplo, la solicitud de patente internacional
WO 01/19380).

Una vez que se ha identificado y aislado un virus mutante que se produce de forma natural, se pueden determinar
la o las mutaciones en el genoma viral utilizando técnicas convencionales, por ejemplo técnicas de secuenciacion,
analisis de restriccion, técnicas de hibridacion, andlisis de microdisposicién, o combinaciones de estas técnicas. Un
virus mutante recombinante se puede luego tratar mediante ingenieria genética utilizando técnicas convencionales
(véase mds abajo) para que contenga una mutacién o mutaciones idénticas, o una mutacién o mutaciones similares en
la misma regién del genoma. Virus que han sido tratados mediante ingenieria genética (es decir, virus recombinantes)
para que contengan mutaciones por delecién o insercidn tienen tipicamente una tasa de reversién menor que los
mutantes que se producen de forma natural y, por lo tanto, son particularmente bien adecuados para fines terapéuticos.

Alternativamente, si ya se ha identificado un gen candidato en un virus, los virus mutantes recombinantes se pueden
tratar mediante ingenieria genética utilizando técnicas bien conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et
al., 1989, A Laboratory Manual. Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press). Un gen candidato a este respecto
seria un gen del que se sospecha que codifica una proteina que estd implicada en el bloqueo del transporte nuclear de
ARNm o proteina en una célula infestada. En una realizacion de la presente invencion, el virus mutante es un virus
mutante recombinante.

Por ejemplo, virus de ADN (por ejemplo, vacunal, adenovirus, baculovirus) y virus de ARN de cadena positiva
(por ejemplo poliovirus) se pueden tratar mediante ingenieria genética utilizando técnicas de ADN recombinante tales
como las descritas en la patente de EE.UU. 4.769.330; patente de EE.UU. 4.215.051 y por Racaniello et al. (1981,
Science 214: 916-919). Virus de ARN de cadena negativa (por ejemplo virus de la influenza y VSV) se pueden tratar
mediante ingenieria genética utilizando técnicas “genéticas inversas” bien establecidas, tales como el sistema genético
inverso que ha sido establecido para VSV (Roberts A. y J.K. Rose, Virology, 1998, 247: 1-6).

Asi, se pueden utilizar técnicas genéticas, tales como las descritas anteriormente, para tratar mediante ingenieria
genética una 0 mds mutaciones en un gen candidato. Un experto en la técnica apreciard que el gen puede codificar
una proteina estructural o no estructural, dependiendo del virus que se esté utilizando. La mutacién puede ser una
delecién de nucledtidos, insercion, inversion o sustitucion de uno o mas nucleétidos, o una insercién de un acido
nucleico heterélogo, o una combinacién de las mismas. Como se conoce en la técnica, a veces los virus mutantes son
capaces de sufrir una inversion a tipo salvaje mediante correccién de la mutacién introducida. Por lo tanto, se pueden
utilizar mutaciones que son dificiles de corregir, tales como deleciones y/o mutaciones de multiples nucleétidos para
crear virus mutantes con el fin de minimizar la inversién. En una realizacién de la presente invencion, la mutacién
introducida es una delecién. En otra realizacion, la mutacién introducida es una mutacién que implica dos, tres o mas
nucleédtidos. Es bien conocido en la técnica que la expresion de proteinas se puede ver afectada por mutaciones en
la region codificadora de un gen o en las regiones reguladoras asociadas con la misma. Mutaciones en una regién no
codificadora o en una region codificadora de un gen candidato, o combinaciones de las mismas, quedan abarcadas por
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la presente invencién. En una realizacién, se introducen por ingenieria genética una o mas mutaciones en la regién
codificadora de un gen que codifica una proteina no estructural.

Un ejemplo de un gen adecuado que codifica una proteina no estructural es un gen que codifica la proteina de
la matriz, o M, de rhabdovirus. Se ha estudiado bien la proteina M de VSV y se ha demostrado que es una proteina
multifuncional requerida para varias funciones virales clave: germinacién (Jayakar, et al. 2000, J Viral, 74(21): 9818-
27), montaje del virion (Newcomb, et al. 1982, J Viral, 41(3): 1055-62), efecto citopético (Blondel, et al. 1990, J Virol,
64(4): 1716-25) e inhibicién de la expresion del gen en el hospedante (Lyles, ef al. 1996, Virology 225(1): 172-80). La
tltima propiedad ha demostrado ser en esta memoria debida a la inhibicién del transporte nuclear tanto de las proteinas
como de los ARNms hacia y fuera del nicleo hospedante. Ejemplos de mutaciones adecuadas que se pueden hacer en
el gen que codifica la proteina M de VSV incluyen, pero no se limitan a inserciones de 4cidos nucleicos heterélogos
en la regién codificadora, deleciones de uno o mds nucleétidos en la regién codificadora, o mutaciones que resultan en
la sustitucién o delecién de uno o mds de los residuos aminodcidos en las posiciones 33, 51, 52, 53, 54, 221, 226 de la
proteina M, o una combinacién de las mismas.

El extremo amino de la proteina M de VSV ha demostrado dirigir la proteina a las mitocondrias, lo cual puede
contribuir a la citotoxicidad de la proteina. Por lo tanto, una mutacién introducida en esta region de la proteina podria
dar como resultado una toxicidad incrementada o disminuida del virus. Ejemplos de mutaciones adecuadas que se
pueden hacer en la region del gen de la proteina M que codifica el extremo N de la proteina incluyen, pero no se
limitan a las que resultan en una o mas deleciones, inserciones o sustituciones en los primeros 72 aminoacidos (N-
terminales) de la proteina.

Los nimeros de los aminodcidos a los que se ha aludido antes describen posiciones en la proteina M de la cepa
Indiana de VSV. Resultara ficilmente evidente para un experto en la técnica que la secuencia de aminodcidos de pro-
teinas M procedentes de otras cepas de VSV y Rhabdoviridae pueden ser ligeramente diferentes a la de la proteina M
de Indiana de VSV debido a la presencia o ausencia de algunos aminodcidos, dando como resultado una numeracién
ligeramente diferente de correspondientes aminodcidos. Por parte de un experto en la técnica se pueden llevar facil-
mente a cabo alineaciones de las secuencias relevantes de la proteina con la secuencia de la proteina M de Indiana
de VSV, con el fin de identificar aminodcidos adecuados para la mutacién que corresponden a los descritos en esta
memoria, utilizando técnicas y software convencionales (tal como el programa BLASTX disponible de la p4dgina web
de Centro Nacional para la Informacién de Biotecnologia).

Los aminodécidos, asi identificados, son candidatos para la mutacién de acuerdo con la presente invencién.

El virus mutante puede ser un VSV con una o mds de las siguientes mutaciones introducidas en el gen que codifica
la proteina M (la notacién es: aminoacido de tipo salvaje/posicién de aminodcido/aminodcido mutante; el simbolo A
indica una delecién y X indica cualquier aminodcido): M51R, M51A, M51-54A, AMS51, AMS51-57, V221F, S226R,
AV221-8226, M51X, V221X, S226X, o combinaciones de las mismas. El virus mutante puede ser un VSV con una
de las siguientes combinaciones de mutaciones introducidas en el gen que codifica la proteina M: mutaciones dobles
- M51R y V221F; M51A y V221F; M51-54A y V221F; AM51 y V221F; AM51-54 y V221F; AM51-57 y V221F;
MS5IR y S226R; M51A y S226R; M51-54A y S226R; AMS51 y S226R; AM51-54 y S226R; AM51-57 y S226R;
mutaciones triples - M51R, V221F y S226R; M51A, V221F y S226R; M51-54A, V221F y S226R; AMS51, V221F y
S226R; AMS51-54, V221F y S226R; AMS51-57, V221F y S226R. En la figura 6 se representan ejemplos de proteinas
M mutantes.

La presente descripcién se dirige también a moléculas de dcido nucleico aisladas (ADN o ARN) que tienen una
secuencia del virus mutante, o un fragmento del mismo, y secuencias complementarias al mismo. Secuencias de
este tipo son ttiles en la generacioén de virus mutantes recombinantes, o en calidad de cebadores o sondas. En una
realizacion, se proporcionan moléculas de dcido nucleico aisladas que tienen una secuencia de un VSV mutante,
fragmentos del mismo y secuencias complementarias al mismo. En otra realizacién, se proporcionan moléculas de
acido nucleico aisladas que tienen una secuencia de un VSV con una o mas mutaciones en la proteina M, fragmentos
de la misma y secuencias complementarias a la misma.

2. Ensayo de virus mutantes

De acuerdo con la presente invencion, los virus mutantes se caracterizan por una capacidad disminuida de bloquear
el transporte nuclear de ARNm o proteinas cuando se compara con el virus de tipo salvaje. La pérdida de esta capacidad
puede dar como resultado que los virus mutantes exhiban una actividad citolitica disminuida y/o que los virus mutantes
disparen los sistemas anti-virales de la célula, que normalmente estan bloqueados por el virus de tipo salvaje.

2.1 Ensayo in vitro

Se puede hacer un rastreo in vitro de virus mutantes candidatos en cuanto a una disminucién o la pérdida de “su”
capacidad de bloquear el transporte nuclear d¢ ARNm o proteinas. Por ejemplo, una linea de células apropiada se
puede infestar con un virus mutante candidato, las células se pueden recolectar y se pueden aislar las fracciones nu-
cleares y citopldsmicas. De cada una de estas fracciones se puede aislar ARNm y se puede analizar utilizando técnicas
bien conocidas en la técnica, por ejemplo mediante RT-PCR, transferencia Northern o andlisis de la microdisposi-
cion. Luego se puede comparar el contenido de las fracciones nuclear y citopldsmica con controles adecuados, tal
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como el contenido en ARN de fracciones andlogas para células infestadas con virus de tipo salvaje y/o para células
simuladamente infestadas.

Alternativamente, se pueden utilizar andlisis de hibridacion in sifu para testar virus mutantes candidatos. Andlisis de
este tipo se pueden establecer utilizando uno o mas ARNms diana que, de manera intrinseca, tienen semividas cortas,
o se puede tratar por ingenieria para que las tengan. Después se emplea una hibridacidn in sifu para detectar estos
ARNms diana en células previamente infestadas con un virus mutante candidato. La deteccién de uno o mas ARNms
diana en el citoplasma después de la infeccion indica una capacidad disminuida del virus candidato para bloquear la
exportacion de ARNm fuera del nicleo, cuando se compara con controles no infestados, y/o controles infestados con
un virus de tipo salvaje. Este tipo de andlisis se puede adaptar ficilmente para un rastreo de alto rendimiento por parte
de los expertos en la técnica.

De manera similar, se pueden establecer andlisis para testar mutantes candidatos, utilizando una linea de célu-
las que ha sido tratada mediante ingenieria por técnicas convencionales para que exprese una proteina fluorescente
codificada por un ARNm que tiene una semivida corta. Luego, células de esta linea de células que ha sido trata-
da mediante ingenieria se infestan por separado con virus de tipo salvaje y un virus mutante candidato y se vigilan
en cuanto a fluorescencia utilizando técnicas establecidas. En aquellas células infestadas con virus de tipo salva-
je, se perderd la fluorescencia debido al bloqueo por parte del virus del transporte nuclear citopldsmico del ARNm
naciente que codifica la proteina fluorescente. Por otra parte, virus mutantes que tienen una capacidad disminuida
de bloquear el transporte de ARNm, tendrdn una fluorescencia durante un mayor periodo de tiempo. Este tipo de
analisis también se puede adaptar ficilmente para un rastreo de alto rendimiento por parte de los expertos en la
técnica.

En células que estdn infestadas con un virus mutante, se detectard en el citoplasma mas de un ARNm de referencia
particular que el detectado en el citoplasma de células infestadas con el virus de tipo salvaje. De acuerdo con la
presente descripcion, la infestacién de una célula con un virus mutante da como resultado un aumento de al menos 20
veces en la cantidad de un ARNm de referencia en el citoplasma de la célula en comparacién con la cantidad en el
citoplasma de una célula infestada con el virus de tipo salvaje.

En una realizacidn, la infestacidén de una célula con un virus mutante da como resultado un aumento de al menos
50 veces en la cantidad de un ARNm de referencia en el citoplasma de la célula. En otras realizaciones, el aumento es
de 100 veces, 250 veces, 500 veces o de al menos 1000 veces.

Tal como se ha indicado antes, los virus mutantes pueden disparar los sistemas anti-virales en una célula infestada
que, normalmente, estan bloqueados o derivados por el virus de tipo salvaje. Por lo tanto, también se puede hacer un
rastreo de virus mutantes candidatos en cuanto a su deficiente desarrollo en células con sistemas anti-virales intactos
cuando se compara con virus de tipo salvaje. Los virus mutantes deberian ser capaces de desarrollarse igual de bien
que los virus de tipo salvaje en células deficientes en uno o mas componentes de la respuesta anti-viral. Por ejemplo,
virus mutantes que disparan el sistema de interferén se desarrollarian deficientemente en células que responden al
interferén, pero se desarrollarian igual de bien que los virus de tipo salvaje en células en las que se haya inutilizado
la respuesta al interferdn, tales como células tumorales. La capacidad de los virus mutantes de disparar sistemas anti-
virales en células también se puede determinar analizando la expresion de los genes que codifican componentes de
la respuesta anti-viral en células infestadas mediante técnicas convencionales, por ejemplo mediante transferencia
Western o andlisis de Northern, o mediante andlisis de la microdisposicién, y comparando los niveles de expresion con
controles apropiados.

Virus mutantes que disparan una respuesta anti-viral también pueden ser capaces de proteger a células vecinas
frente a una infestacion por el virus de tipo salvaje. Esta capacidad se puede testar mediante experimentos de co-infes-
tacion, utilizando los virus mutantes y de tipo salvaje con células que normalmente son susceptibles a una infestacién
por parte del virus de tipo salvaje y determinando el desarrollo del virus de tipo salvaje en las células co-infestadas.
En la técnica se conocen métodos para realizar experimentos de co-infestacion.

2.1 Ensayo in vivo

Una vez que se han identificado virus mutantes apropiados, se pueden utilizar modelos con animales adecuados
para evaluar la eficacia y toxicidad de los virus mutantes, utilizando técnicas convencionales conocidas en la técnica.

Por ejemplo, la toxicidad se puede determinar efectuando tests de DLs,. El virus mutante puede tener una DLs,
entre aproximadamente 10 y aproximadamente 10.000 veces mayor que la del virus de tipo salvaje. Alternativamente,
modelos con animales apropiados se pueden tratar con concentraciones variables del virus mutante y luego se pueden
evaluar los efectos téxicos del virus a lo largo de un periodo de tiempo apropiado, vigilando la salud general y el peso
corporal de los animales. Después de la complecién del periodo de evaluacion, se puede sacrificar a los animales y
determinar el aspecto y el peso de los 6rganos relevantes. Ejemplos de modelos animales adecuados incluyen, pero no
se limitan a ratones Balb/C y ratones CD-1. Otros modelos animales adecuados incluyen los que son particularmente
susceptibles a la infestacion por parte de un virus de tipo salvaje, tales como los que son defectuosos en un componente
de la respuesta anti-viral. Un ejemplo serian ratones PKR-/-, que han demostrado ser exquisitamente susceptibles a la
infestacién por VSV.
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La capacidad de los virus mutantes de disparar una respuesta anti-viral se puede testar in vivo utilizando técnicas
convencionales. Por ejemplo, los animales pueden ser tratados con el virus mutante y, subsiguientemente, ser enfrenta-
dos al virus de tipo salvaje o a un segundo virus. La supervivencia de estos animales se puede comparar con un grupo
control que no recibi6 tratamiento previo alguno con el virus mutante.

Como se ha indicado antes, virus mutantes que disparan una respuesta inmune también pueden ser capaces de
proteger a un sujeto frente a una co-infestacion simultdnea por parte del virus de tipo salvaje. Con el fin de evaluar este
efecto protector del virus mutante, se puede determinar la respuesta anti-viral y el perfil de toxicidad para animales co-
infestados con virus de tipo salvaje y mutante y se puede comparar con animales infestados con sélo virus tipo salvaje.

Usos

Resultard evidente para un experto en la técnica que los virus mutantes de la presente invencién son utiles en una
amplia gama de aplicaciones. Seguidamente se proporcionan ejemplos no limitantes.

1. Vectores virales

La presente descripcion proporciona el uso de los virus mutantes de la invencién como vectores virales. Cuando
se utilizan como vectores virales, los virus mutantes se tratan mediante ingenieria para que incorporen al menos una
secuencia de dcidos nucleicos heterélogos que codifica una molécula terapéuticamente activa. El vector viral se puede
utilizar para infestar células que, después, expresan la molécula terapéuticamente activa codificada por la secuencia de
acidos nucleicos heterélogos. Asi, se pueden utilizar vectores virales para suministrar el 4cido nucleico heterélogo a
las células de un sujeto para la expresion in vivo de la molécula terapéuticamente activa.

La secuencia de 4cidos nucleicos heterélogos incorporada en el vector viral se puede derivar de ADN gendmico,
ADNCc o ARN, por ejemplo, a través del uso de técnicas convencionales de clonacién y/o de amplificacién de dcidos
nucleicos, o se puede sintetizar quimicamente por métodos conocidos en la técnica. La secuencia de 4cidos nucleicos
se puede insertar en una regién o gen no esencial en el genoma del virus o en un gen que codifica una proteina
implicada en el bloqueo del transporte nuclear d¢ ARNm o de proteinas, utilizando métodos conocidos en la técnica y
descritos en esta memoria y en otras partes.

Para los fines de la presente invencién, la molécula terapéuticamente activa codificada por la secuencia de 4ci-
dos nucleicos heterélogos puede ser, por ejemplo, una proteina que, cuando se expresa en una célula, suplementa o
proporciona una actividad que es deficiente en la célula, permitiendo asi que la célula combata un estado patolégico.
Proteinas de este tipo incluyen, pero no se limitan a enzimas, derivados de la sangre, hormonas, linfoquinas, facto-
res de crecimiento, neurotransmisores, factores tréficos, apolipoprotel’nas y genes supresores de tumores, antigenos o
epitopes antigénicos virales o especificos para tumores, moduladores inmunes, factores reguladores de interferones,
citoquinas y genes suicidas. Los expertos en la técnica comprenderdn que el ADN/ARN heter6logo insertado puede
incluir, ademds, promotores, reforzadores, terminadores, sefiales de poliadenilacion, sitios de entrada al ribosoma in-
terno y otros elementos reguladores requeridos para una expresion eficaz de un gen codificado por el ADN o ARN.
Alternativamente, la expresion del dcido nucleico heterélogo puede depender, en su totalidad o en parte, de secuencias
reguladoras end6genas del vectro viral.

La presente descripcién también contempla secuencias de dcidos nucleicos heterélogos que codifican oligonu-
cledtidos antisentido, ribozimas o siARNs. La expresion de estas secuencias en la célula diana permite controlar la
expresion de genes celulares y/o la transcripciéon de ARNm celular.

Cuando se utilizan como vectores virales, los virus mutantes de la presente invencion se pueden utilizar para tratar
mediante ingenieria células donantes ex vivo, devolviéndose luego las células tratadas mediante ingenieria al donante
0 a otro paciente, o los virus mutantes de la invencién se pueden utilizar para tratar mediante ingenieria las células de
un paciente in vivo. Métodos de este tipo son bien conocidos en la técnica.

En una realizacién de la presente invencion, los vectores virales se utilizan como “vectores para la terapia de genes”
para suministrar a un sujeto un dcido nucleico heterélogo que codifica una proteina, que luego, cuando se expresa en
las células del sujeto, suplementa o proporciona una actividad que, por lo demas, es deficiente en la célula.

En otra realizacién de la presente invencién, los vectores virales se utilizan como vectores vacunales que portan
una secuencia de dcidos nucleicos heterélogos que codifica uno o mds antigenos y se utilizan para inmunizar a un
individuo frente a una enfermedad y/o infeccién. El antigeno puede ser, por ejemplo, un antigeno de tumor, viral o
bacteriano. También se contempla el uso de los vectores virales como vectores vacunales “polivalentes”, en donde
el vector comprende antigenos contra diferentes organismos y, asi, proporciona inmunizacién frente a mas de una
enfermedad o frente a la infestacion por parte de més de un organismo.

Virus mutantes que disparan los sistemas anti-virales de una célula hospedante, tal como la produccién de diver-
sas citoquinas, son particularmente ttiles como vectores vacunales. La induccién de citoquinas puede conducir a la
estimulacién de respuestas inmunes tanto humorales como celulares y, asi, mejoran la eficacia del vector vacunal.
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La cantidad eficaz del virus mutante de la invencidn a administrar a un sujeto cuando se usa como un vector vacunal
variard dependiendo del o de los antigenos codificados, del peso, del sexo del sujeto y del modo de administracion.
Un experto en la técnica puede determinar la dosificacién requerida para la inmunizacién de un sujeto especifico,
utilizando técnicas convencionales bien conocidas en la técnica.

Con el fin de evaluar la eficacia de los virus mutantes de la invencién en calidad de vectores vacunales, se pue-
den realizar estudios de enfrentamiento. Estudios de enfrentamiento de este tipo se realizan tipicamente utilizando
animales de laboratorio, e implican la inoculacién de grupos de animales con un virus mutante mediante diversas
técnicas, p. €j. por via intranasal, intramuscular. En paralelo deberfan establecerse grupos control con los cuales se
puedan comparar los efectos del virus mutante. Grupos control pueden incluir animales no inoculados y animales
inoculados, por ejemplo con vacunas alternativas comercialmente disponibles. Después de un apropiado periodo de
tiempo post-inoculacion, los animales son enfrentados al agente patégeno (es decir, el microorganismo, virus o células
tumorales).

Luego se analizan muestras de sangre tomadas de los animales antes y después de la inoculacién, asi como después
del enfrentamiento en cuanto a la respuesta del anticuerpo al agente patégeno. Ensayos adecuados para la respuesta
del anticuerpo incluyen, pero no se limitan a anélisis de la transferencia Western y andlisis con enzima unida a inmu-
nosorbente (ELISA). Alternativamente, cuando los animales han sido enfrentados a células tumorales, el desarrollo de
las células tumorales se vigila, por ejemplo, vigilando el aumento en el tamafio o peso del tumor.

La respuesta inmune celular también se puede evaluar mediante técnicas tales como blastogénesis de linfocitos
para vigilar la induccién de la inmunidad celular (linfodictos T) y la liberacién del interferén, para vigilar la induccién
de citoquinas.

2. Agentes oncoliticos

Tal como se conoce en la técnica, determinados virus son capaces de actuar como agentes oncoliticos selectivos.
Ejemplos incluyen VSV, virus de la enfermedad de Newcastle, parvovirus H-1 y determinados virus tratados mediante
ingenieria genética tal como el adenovirus humano ONYX-015 (véase, por ejemplo, las solicitudes de patente inter-
nacional WO 01/19380 y WO 00/62735 y Bell, JC, Lichty BD y Stojdl D. 2003 Cancer Cell 4:7-11). La eficacia
de la supresion del desarrollo de las células tumorales por parte del virus oncolitico reside, en parte, en la suscep-
tibilidad diferencial de células tumorales, en comparacién con células normales, a la infestacién viral. Las células
cancerosas adquieren una ventaja de supervivencia frente a sus equivalentes normales al adquirir mutaciones en las
vias inhibidoras del desarrollo o apoptéticas. Un defecto, frecuentemente seleccionado durante la evolucion del tumor,
es una pérdida de la respuesta al interferén (IFN). El interfer6n es también un mediador clave en la respuesta anti-
viral de células individuales y, asi, células tumorales que adquieren mutaciones que las permiten escapar de los pro-
gramas de control del desarrollo mediados por interferones, comprometeran simultineamente su respuesta anti-viral
1nnata.

En células de este tipo, en las que estd comprometida la respuesta anti-viral innata, la incapacidad de los virus
mutantes de bloquear la exportaciéon nuclear de ARNm o proteinas no afectard a la capacidad del virus mutante de
replicarse en la célula. Los virus mutantes de la presente invencion, que son capaces de disparar sistemas anti-virales en
una célula infestada al tiempo que siguen siendo sensibles a esos sistemas anti-virales, serdn, asi, capaces de replicarse
selectivamente y de inhibir el desarrollo de células tumorales, o de exterminarlas, pero serdn incapaces de replicarse
en células normales. Por consiguiente, la presente invencién proporciona el uso de los virus mutantes en calidad de
agentes oncoliticos mejorados.

Se apreciard que protefnas virales implicadas en el bloqueo del transporte nuclear de ARNm o proteinas también
pueden tener otros efectos sobre una célula infestada. Por ejemplo, la proteina M de VSV ha demostrado ser importante
para dirigir la proteina a la mitocondria de una célula infestada, conduciendo a efectos citotéxicos. La proteina M
también ha demostrado interactuar con la proteina hospedante TSG101 para fomentar la germinacion eficaz de viriones
de la progenie a partir de la célula infestada.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona VSV mutante recombinante con una o mds mutaciones en la pro-
teina M que no sélo disminuyen la capacidad del virus mutante de bloquear el transporte nuclear, sino que también
altera la interaccién de la proteina M con las mitocondrias de la célula hospedante. El extremo N de la proteina M de
VSV ha demostrado ser importante para dirigir esta proteina a las mitocondrias de una célula infestada. Mutaciones
en esta region de la proteina que refuerzan o anulan esta localizacion modulardn, asi, las propiedades citotdxicas del
vector viral. Dependiendo de la mutacién introducida, se puede aumentar o disminuir la citotoxicidad del virus mu-
tante. Aquellos virus mutantes, tratados mediante ingenieria para que tengan una o mas mutaciones en la proteina M
que resulte en una citotoxicidad incrementada, serdn agentes oncoliticos particularmente eficaces.

La presente invencioén contempla, ademds, el uso de VSV recombinante con una o mas mutaciones en la proteina
M que alteran la interaccién del virus con la proteina hospedante TSG101. TSG101 es una proteina supresora de
tumores, cuya expresion y funcion estdn a menudo alteradas en células malignas. La introduccién de mutaciones en la
proteina M que interfieran con esta interaccioén puede resultar en virus recombinantes que se replican més eficazmente
en células tumorales, conduciendo a agentes oncoliticos mas eficaces.
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La actividad oncolitica de los virus mutantes de la invencién se puede determinar utilizando modelos de tumo-
res por xenoinjerto convencionales, en los cuales se ha implantado un tumor humano en un animal inmunemente
comprometido. Ejemplos de modelos por xenoinjerto de cancer humano incluyen, pero no se limitan a xenoinjer-
tos de tumores sélidos humanos en ratones, implantados mediante inyeccién subcutdnea y utilizados en ensayos del
desarrollo de tumores; isoinjertos de tumores s6lidos humanos en ratones, implantados mediante inyeccién en la al-
mohadilla infrarrotuliana y utilizados en ensayos de desarrollo de tumores; modelos experimentales de linfoma y leu-
cemia en ratones, utilizados en ensayos de supervivencia, y modelos experimentales de metdstasis a los pulmones en
ratones.

La actividad oncolitica de los virus mutantes se puede determinar comparando el desarrollo del tumor en animales
de xenoinjerto tratados con virus mutantes y controles no tratados. También se pueden utilizar animales control que han
sido infestados con el virus oncolitico de tipo salvaje. Los virus mutantes se pueden administrar directamente al tumor
o de modo sistémico, o se pueden utilizar para infestar células ex vivo con las células que son subsiguientemente
administradas al animal. También se pueden utilizar sistemas de modelos de ratones singeneicos en los cuales los
tumores se establecen sub-cutdneamente o mediante inyeccidn intravenosa (para formar tumores pulmonares) para
testar la actividad oncolitica de los virus mutantes.

3. Adyuvantes vacunales

Virus mutantes de la invencion que son capaces de disparar los sistemas anti-virales en una célula hospedante son
candidatos ideales para adyuvantes vacunales. Como es conocido en la técnica, muchos antigenos no son fuertemente
inmunégenos y, cuando se utilizan como vacunas, requieren la adiciéon de un adyuvante para estimular una fuerte
respuesta inmune en el sujeto. La presente invencién contempla el uso de los virus mutantes en calidad de adyuvantes
vacunales para reforzar la inmunogenicidad de la vacuna disparando la respuesta anti-viral del hospedante. En una
realizacion de la presente invencion, el virus mutante actia como un adyuvante vacunal, al estimular la produccién de
interferones y otras citoquinas.

4. Agentes protectores en preparaciones farmacéuticas

Como se ha indicado antes, virus mutantes de la presente invencién que disparan los sistemas anti-virales de las
células a las que infestan pueden limitar la replicacion del virus de tipo salvaje y de otros virus que intentan infestar
células vecinas. Por lo tanto, la infestacion de las células con estos virus mutantes no es sélo auto-limitante, sino
que también protege frente a la aparicion de revertantes. Asi, los virus mutantes pueden utilizarse como aditivos para
preparaciones farmacéuticas de virus que protegen frente a revertantes virulentos que surgen en las preparaciones, ya
sea durante la produccién o después de la administracion a un sujeto.

5. Otras aplicaciones terapéuticas

Como se ha indicado antes, el disparo de los sistemas anti-virales de la célula hospedante por parte de un virus
mutante de la invencion da como resultado la produccién de diversas citoquinas. Por lo tanto, estos virus mutantes se
pueden utilizar para el tratamiento de enfermedades o trastornos que pueden ser aliviados mediante la liberacién de
citoquinas, por ejemplo cdncer, enfermedades autoinmunes e infecciones bacterianas, virales y fungicas.

6. Otras aplicaciones citoliticas

Como es conocido en la técnica, muchos virus, tales como VIH y VHC, regulan de forma reductora los sistemas
anti-virales de la célula infestada. Otros virus, tales como el virus de la viruela, BVDV, Bunyaviridae, Rotavirus,
virus de la influenza y PVH (papilomavirus humano) bloquean la respuesta anti-viral de una célula hospedante como
parte de su ciclo replicativo. Como resultado de ello, células infestadas con uno de estos virus pueden tener una
susceptibilidad incrementada a la infeccion por parte de los virus mutantes de la invencién. Como se ha indicado
antes, en células con respuestas anti-virales comprometidas, los virus mutantes seguirdn siendo capaces de replicarse.
Por consiguiente, los virus mutantes de la presente invencion se pueden utilizar como agentes citoliticos que se pueden
replicar selectivamente en y exterminar células infestadas de este tipo.

Composiciones farmacéuticas

La presente invencion proporciona, ademds, composiciones farmacéuticas que comprenden los virus de la inven-
cién y un soporte farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de suspensiones acuosas que contienen el virus mutante
en mezcla con excipientes adecuados que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, agentes de suspension, tales
como carboximetilcelulosa de sodio, metil-celulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato sédico, polivinilpirrolido-
na, goma tragacanto y goma de acacia; agentes dispersantes o humectantes, tales como fosfatidos que se producen
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de forma natural, por ejemplo lecitina. Las suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas conservan-
tes, por ejemplo p-hidroxi-benzoato de etilo o n-propilo. Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma
de una suspension inyectable estéril. Esta supensioén se puede formular de acuerdo con la técnica conocida, utili-
zando agentes dispersantes o humectantes adecuados y agentes de suspension tales como los antes mencionados.
La preparacién inyectable estéril también puede ser una solucién o suspension inyectable estéril en un diluyente
o disolvente no tdéxico, parenteralmente aceptable. Vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear in-
cluyen, pero no se limitan a agua, solucién de Ringer, solucién de Ringer lactada y solucién de cloruro de sodio
isoténica.

Otras composiciones farmacéuticas y métodos para preparar composiciones farmacéuticas son conocidos en la
técnica y se describen, por ejemplo, en “Remington: The Science and Practice od Pharmacy” (antes ‘“Remingtons
Pharmaceutical Sciences”); Gennaro, A., Lippincott, Williams & Wilkins, Filadelfia, PA (2000).

Kits

La presente invencién proporciona kits que contienen un virus mutante de la invencidén para uso en la inmunizacidn,
y kits que contienen un virus mutante de la invencién que porta uno o mds genes heter6logos para uso como un
vector para el suministro de uno o més genes heter6logos a un sujeto. Los virus mutantes pueden proporcionarse en
los kits en forma de composiciones farmacéuticas. Componentes individuales de los kits estarian empaquetados en
recipientes separados o comunes y, asociada con recipientes de este tipo, puede haber una nota en la forma prescrita
por una agencia gubernamental que regule la fabricacion, uso o venta de productos farmacéuticos o biolégicos, nota
que puede reflejar la aprobacién por parte de la agencia de fabricacién, uso o venta para la administracién animal o
humana.

Los componentes del kit también se pueden proporcionar en forma seca o liofilizada, y el kit puede contener
adicionalmente un disolvente adecuado para la reconstitucién de los componentes liofilizados. Independientemente
del niimero o tipo de recipientes, los kits de la invencién también pueden comprender un instrumento para asistir a
la administracién de la composicién a un sujeto. Un instrumento de este tipo puede ser un inhalante, jeringa, pipeta,
cuentagotas o vehiculo de suministro médicamente aprobado similar.

Ejemplos
Ejemplo 1
Cepas YSV oncoliticas con defectos en la desconexion de sefializacion de IFN-3
Materiales y Métodos
Virus

A lo largo de este estudio se utilizd el serotipo Indiana de VSV y se propagé en células 1.929.T1026R (Desforges,
et al. 2001, Virus Research 76(1):87-102) y TP3 (Desforges, et al. 2001, ibid), a los que se alude en esta memoria
como AV1 (o Mut2) y AV2 (o Mut3), respectivamente, demostraron en este estudio y en otras partes ser mutantes
inductores de IFN de la cepa HR de Indiana de VSV de tipo salvaje (Francoeur, et al. 1987, Virology 160(1): 236-45).

Produccion de IFN por ELISA

Los niveles de interferén « se midieron en medios de cultivos de células utilizando el kit ELISA de interferén-
alfa humano (PBL Biomedical) segtin las directrices del fabricante. En sintesis, se recogieron 100 ul de medio de
cultivo a las 48 horas después de la infestacion y se incubaron en una placa de microtitulacién de 96 pocillos junto con
componentes en blanco y patrones suministrados por el fabricante. Las muestras se procesaron segtin las instrucciones
del fabricante y luego se leyeron en un lector de placas DYNEX™ a 4,50 nm.

Determinacion de la toxicidad in vivo de virus mutantes VSV

Ratones hembras de ocho (8) a 10 semanas de edad (razas como las indicadas) se dividieron en grupos de 5y se
infestaron con diluciones 1 log 6 ¥ log de virus a partir de 1x10'° ufp a 1x10* ufp (dependiendo del virus y de la raza
de ratén) por la via indicada. Se vigil6 a los animales en cuanto a la pérdida de peso, deshidratacién, ereccién pilosa,
comportamiento de acurrucamiento, distrés respiratorio y parlisis del miembro trasero. Ratones que mostraban una
morbilidad de moderada a grave fueron eutanizados conforme a las buenas précticas de laboratorio prescritas por la
CCAS. Los valores de dosis letal 50 se calcularon por el método de Karber-Spearman.

Ratones Balb/C o ratones Balb/C inactivados en el receptor de interferén alfa de cuatro semanas de edad (IFNAR ™)
(Steinhoff et al., 1995, J. Virol., 69:2153-2158) fueron infestados por via intranasal con 10* ufp de: VSV WT, AV1
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0 AV2. Se vigil6 a los ratones en cuanto a sintomas de morbilidad y se eutanizaron tras mostrar sintomas de grave
distrés respiratorio.

Determinacion de la toxicidad in vivo de muestras mixtas de cepas de VSV de tipo salvaje y mutante

Se determiné previamente que ratones Balb/C PKR™/~ eran muy sensibles a una infestacion por via nasal con VSV
WT con una DL100 de aproximadamente 10 ufp (Stojdl et al., 2000, J. Virol., 79:9580-9585). Grupos de 3 ratones
fueron infestados mediante instilacién intranasal con: WT, AV2 o mezclas de estas cepas. Se vigilé a los ratones en
cuanto a sintomas de morbilidad y se les eutaniz6 tras mostrar sintomas de distrés respiratorio grave o paralisis del
miembro trasero.

Cdncer por xenoinjerto de ovarios en ratones atimicos

Aproximadamente 1x10° células de carcinoma de ovarios humano ES-2 se inyectaron en la cavidad peritoneal
de ratones CD-1 atimicos. El desarrollo de ascitis se observa generalmente el dia 15 después de la inyeccion de las
células. Los dias 12, 14 y 16 los ratones fueron tratados, mediante inyeccién intraperitoneal, de 1x10° virus AV2 6
1x10° ufp equivalentes de VSV AV2 inactivado por UV. Los ratones fueron vigilados en cuanto a la morbilidad y se
eutanizaron tras el desarrollo de ascitis.

Modelo de tumor subcutdneo

Para establecer tumores subcutaneos, se rasuré a ratones hembras Balb/C, de 8-10 semanas de edad, en el flanco
derecho y se les inyectaron 1x10° células de carcinoma de colon CT26 (Kashtan, et al., 1992, Surg Oncol 1(3):251-6)
singeneicas para ratones Balb/C. Se dejo6 que estos tumores se desarrollaran hasta que alcanzaron aproximadamente 10
mm?®, momento en el cual se iniciaron los tratamientos con virus. Un dia si y otro no los grupos de animales recibieron
1, 6 6 12 dosis de los virus indicados. Cada una de las dosis de 5x10® ufp fue administrada mediante inyeccién en la
vena de la cola. Los tumores se midieron diariamente y los volimenes se calcularon utilizando la férmula Y2 (LxWxH).
Se peso a los ratones diariamente y se vigilé su pérdida de peso, deshidratacidn, ereccién pilosa, comportamiento de
acurrucamiento, distrés respiratorio y pardlisis del miembro trasero. Se eutaniz6 a los animales cuando su carga de
tumores alcanzé el punto final (750 mm?).

Modelo de pulmones

Se establecieron tumores en los pulmones en ratones Balb/C hembras de 8-10 semanas de edad mediante inyeccion
en la vena de la cola de 3x10° células CT26 (Specht, et al. 1997, J Exp Med 186(8):1213-21). Los dias 10, 12, 14, 17,
19y 21 grupos de ratones recibieron 5x107 ufp del virus indicado mediante instilacién intranasal segiin se describe en
otra parte (Stjdl, et al. 2000, Journal of Virology 74(20):9580-5). Los ratones se pesaron diariamente y se vigilaron
en cuanto a pérdida de peso, deshidratacién, ereccion pilosa, comportamiento de acurrucamiento, distrés respiratorio
y pardlisis del miembro trasero. Los animales se eutanizaron en el brote del distrés respiratorio y sus pulmones se
examinaron para confirmar el desarrollo del tumor.

Andlisis de MTS

En cada experimento, la linea de células de ensayo se sembré en placas de 96 pocillos a razén de 3 x 10* célu-
las/pocillo en medio de crecimiento (DMEM-F12-HAM + FBS al 10%). Tras incubacién durante una noche (37°C,
5% de CO,), los medios se retiraron mediante aspiracién y a cada pocillo se afiadieron 20 ul de medios que contenian
virus (@-MEM, sin suero) oscilando a incrementos de 10 veces desde 3 x 10° ufp/pocillo a 3 ufp/pocillo o medios
control negativos que no contenian virus alguno. Cada dosis de virus testada se hizo en réplicas de seis. Después de
incubacién durante 60 minutos para permitir la fijacion del virus, se afiadieron a cada pocillo 80 ul de medio de cre-
cimiento y las placas se incubaron durante otras 48 horas. La viabilidad de las células se midi6 utilizando el reactivo
CellTitre 96™ AQ,cous MTS (Promega Corp.), que utiliza soluciones de un compuesto de tetrazolio (3-(4,5-dimetiltia-
zol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, sal interna (MTS) y un reactivo de acoplamiento de
electrones (metosulfato de fenazina; PMS). MTS es biorreducido por parte de células a un producto de formazan que
es soluble en medio de cultivo tisular. La absorbancia del producto de formazan a 490 nm se puede medir directamente
a partir de placas de ensayo de 96 pocillos. La cantidad de producto de formazan, segiin se determina a partir de la
absorbancia a 490 nm, es directamente proporcional al nimero de células vivas en el cultivo.

Para analizar defectos de IFN, se pretrataron lineas de células con 5 unidades/ml de IFN-a o IFN-8 durante 12

horas y luego se enfrentaron a un intervalo de dosis de VSV WT segtn se describe antes. Se efectué un anélisis MTS
estandar y los resultados se compararon con los resultados de células no pretratadas.
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Microdisposicion

Células OVCAR4 tratadas simuladamente o infestadas con cepas de VSV de tipo salvaje (WT) y mutantes se
recolectaron en PBS, se sedimentaron y se resuspendieron en 250 ul de tampén de resuspension (Tris 10 mM pH 7.4,
NaCl 15 mM, MgCl, 12,5 mM). Se afiadieron 600 ul de tampén Lysis (Tris 25 mM pH 7,4, NaCl 15 mM, MgCl,
12,5 mM, sacarosa al 5% y NP-40 al 1%) y los lisados se incubaron a 4°C durante 10 min con sometimiento a vortice
ocasional. Los nicleos se recogieron mediante centrifugacion a 1000 x g durante 3 min. El sobrenadante (fraccién de
citoplasma) se recogid y se congeld a -80°C, al tiempo que el sedimento (fraccién nuclear) se lavé una vez con 250
ul de tampon lysis y se congel6. E1 ARN total se aislé de las fracciones tanto nuclear como citopldsmica utilizando el
kit Qiagen RNeasy™ (segun las instrucciones del fabricante; Qiagen, Mississauga, Canadd), seguido de precipitacién
con LiCl para concentrar cada muestra. Veinte microgramos de cada muestra de ARN se trataron de acuerdo con
el protocolo estdndar del fabricante (Affymetrix; Santa Clara CA; EE.UU.) y se hibridaron a una disposicién de
Genoma Humano U133A Affymetrix GeneChip™ (chip HG U133A). Cada chip se ajust6 a 1500, se normalizé a la
normalizacién 100 de genes de control en cada chip HG U133A, después todas las muestras nucleares se normalizaron
a la muestra nuclear simulada sobre una base de genes y las fracciones citopldsmicas se normalizaron a la muestra
citopldsmica simulada correspondiente. Los datos se analizaron utilizando el software Genespring™ correspondiente
(Silicon Genetics; Redwood City CA, EE.UU.).

Transferencia Western

Células OVCAR4 se desarrollaron en RPMI (Wisent), suplementado con suero de bovino fetal (SBF) al 10%
(Wisent). 1,0 x 107 células se extendieron en placas de 10 cm el dia antes de la infestacion. Tras la infestacion, se
retiraron los medios y se reemplazaron por RPMI solo, antes de la adicién de 5x107 ufp por cada cepa voral VSV. Una
hora después de la adicién del virus, se retiraron los medios y se reemplazaron por RPMI suplementado con SBF 10%
para el periodo restante del experimento. Las células se lisaron en tamp6n NP-40 lysis estandar y el extracto de células
enteras se hizo pasar sobre gel de SDS-poliacrilamida y se manché con los siguientes anticuerpos segin se indica:
IRF-7 (sc-9083), IRF-3 (sc-9082), ISG56 (un regalo de Genes Sen), VSV-N (policlonal dirigido contra la proteina N
de Indiana de longitud completa) y Actin (sc-8432).

Construcciones y rescate viral

La creacién de la IRF-7A constitutivamente activa (IRF-7A247-467) ha sido descrita previamente en otra parte
(Libn et al., 2000, J. Biol. Chem., 275: 34320-34327). IRF-7A247-467 se amplific6é mediante PCR, utilizando un
cebador directo al epitope Flag con una sefial del casquete 5° VSV adicional y un enlazador Xhol:

5’-ATCGCTCGAGAACAGATGACTACAAAGACGATGACGACAAG-3’ [SEQ. ID. N°: 7]

junto con un cebador reverso de IRF-7 especifico que contiene una sefial de poli A de VSV y un enlazador
Nhel:

5’-ATCGGCTAGCAGTTTTTTTCAGGGATCCAGCTCTAGGTGG GCTGC-3’ [SEQ. ID. N°: 8]

El fragmento de la PCR se cloné luego en los sitios Xhol y Nhel del vector pVSV-XN2 de replicén de rVSV
(proporcionado por John Rose). La recuperacién de rVSV ha sido previamente descrita (Lawson et al., 1995, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 92;4477-4481).

PCR cuantitativa de ARNm de interferon beta

Se aisl6 ARN total nuclear y citopldsmico de células OVCAR4 infestadas o infestadas simuladamente segun las
instrucciones del fabricante (RNeasy; Qiagen, Canadd). Cuatro microgramos de ARN total se trataron con DNasa y
se transcribieron inversamente. Se realizé una PCR cuantitativa por triplicado para amplificar IFN-8 y dianas de hipo-
xantina.guanina fosforribosiltransferasa (HPRT) a partir de cada una de ellas, utilizando la tecnologia Lightcycler™
de Roche (Roche Diagnostics, Laval, Canadd). Los puntos de cruce fueron convertidos en cantidades absolutas, basa-
das en curvas patrén generadas a partir de cada amplicén diana. Subsiguientemente se normaliz6 la sefial de IFN-8 a
HPRT, ya que los niveles de HPRT no se modifican durante el transcurso de estas infestaciones, datos no mostrados.
Los cebadores utilizados para amplificar [FN- eran:

sentido 5’-TTGTGCTTCTCCACTACAGC-3’ [SEQ. ID. N°:9];

antisentido  5’-CTGTAAGTCTGTTAATGAAG-3’ [SEQ. ID N°: 10]
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y los cebadores de HPRT eran:

sentido 5’-TGACACTGGCAAAACAATGCA-3*  [SEQ. ID. N*:11];

antisentido  5’-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3’ [SEQ. ID N°: 12].

RT-PCR de genes estimulados con interferon alfa e interferon beta

Células A549A cultivadas en medio F12K suplementado con SBF al 10% se infestaron con cepas de VSV WT
o mutantes (MDI 10, en donde MDI se refiere a multiplicidad de infeccién, que es la relacién de particulas de virus
infecciosas a células). E1 ARN se extrajo 4 horas después de la infestacion utilizando Trizol (Invitrogen) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Un microgramo de ARN de transcribi6 inversamente con cebadores Oligo dT y
5% de RT se utilizé como plantilla en una Tagq PCR. Los cebadores utilizados eran como sigue:

cebador directo Mx 5’-ATG GTT GTT TCC GAA GTG GAC-3’ [SEQ. ID. N°:13];
cebador reverso Mx 5’-TTT CTT CAG TTT CAG CAC CAG-3’ [SEQ. ID. n°:14];
cebador directo de N de VSV  5°-ATG TCT GTT ACA GTC AAG AGA ATC-3’ [SEQ. ID. N°: 15];

cebador reverso de N de VSV 5’-TCA TTT GTC AAA TTC TGA CTT AGC ATA-3’ [SEQ. ID. N°:16];

cebador directo RANTES 5’-TAC ACC AGT GGC AAG TGC TCC AAC CCA G-3° [SEQ. ID. N°:17];

cebador reverso RANTES 5’-GTC TCG AAC TCC TGA CCT CAA GTG ATC C-3° [SEQ. ID. N°:18];

cebador directo de S-actina 5’-ACA ATG AGC TGC TGG TGG CT-3’ [SEQ. ID. N*:19] y
cebador reverso de B-actina 5’-GAT GGG CAC AGT GTG GGT GA -3 [SEQ. ID. N°:20].
Resultados

La atenuacion de VSV in vivo depende de las vias de interferon intactas

Se encontré que dos variantes de VSV que producen pequeiias placas en células que responden a interferén (a
las que se alude en esta memoria como AV1 y AV2) inducen de veinte a veinticinco veces mds VSV de interferén
alfa (IFN-a) que el VSV de tipo salvaje (WT) tras la infestacién de lineas de células epiteliales (Figura 1A). La se-
cuenciacion gendmica completa de las variantes reveld que diferian de la cepa de tipo salvaje en sus proteinas M con
solamente una sola sustitucion de aminodcido en el caso de AVl (M51R) y dos aminoécidos (V221 F y S226R) en
AV2. Se determiné que la DLs, de AV1 y AV2, cuando se administran intranasalmente a ratones Balb/C era 10.000
veces mayor que VSV WT suministrado por la misma via (Figura 1B). Se observaron resultados similares en ratones
CD-1 (WT =1 x 10° AV1 = 2 x 10® ufp). De manera significativa, AV1 yAV2 eran tan t6xicos como el virus de tipo
salvaje cuando se utilizan para infestar animales inactivados con el receptor de interferén, indicando que la atenuacién
del desarrollo de AV1 y AV2 in vivo depende de un sistema de interferén intacto (Figura 1C). Ademads, cuando se utili-
zan en combinacién con VSV WT, se encontré que la cepa AV2 mutante protegfa a ratones muy susceptibles (PKR /™)
de VSV WT (Figura 1D). De hecho, incluso a una dosis 100 veces mayor que la DLy, para VSV WT no resultaron
evidentes sintomas de morbidez (deshidratacion, ereccién pilosa, malestar, actividad reducida, distres respiratorio, pa-
ralisis de las extremidades traseras) cuando se enfrenté a los ratones a AV2 y VSV WT simultdneamente. Junto con
la observacion de que estos mutantes permiten la produccién de IFN tras la infestacion, estos datos son consistentes
con un modelo, en el cual la infestacién con cepas mutantes AV1 o AV2 de VSV inducen la produccién de interfe-
rén en el hospedante, estableciendo con ello un estado antiviral que protege al hospedante frente a una infestacién
patolégica.

Mutantes de VSV tanto de tipo salvaje como atenuados disparan respuestas anti-virales innatas

Con el fin de determinar en qué punto durante la infestacién los virus de tipo salvaje y atenuados divergen en sus
capacidades para inducir o inactivar respuestas anti-virales de células hospedantes, se necesitd primeramente establecer
los sucesos de sefalizacion temprana que se producen durante la infestacién por VSV de una célula hospedante. El uso
del andlisis de la microdisposicidn a lo largo del tiempo de la infestacion por virus deberia permitir detectar sucesos de
sefializacion temprana disparados por la infestacion por VSV que conducen, directa o indirectamente, a la activacién

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319424 T3

transcripcional de genes anti-virales. A partir de los datos de la microdisposicién es evidente que la infestacién por
VSV conducen a la suprarregulacion de un cierto niimero de genes en un orden secuencial especifico. Por lo tanto, se
agruparon juntos genes en base a: (1) su cinética de suprarregulacién a lo largo del tiempo y (2) su modelo de induccién
en respuesta a la infestacién por VSV WT frente a mutante. Estos cohortes de genes corresponden, probablemente, a
3 ondas transcripcionales separadas (Tabla 1 y Figuras 2A, B y C). Consistente con esto, los subtipos IFN-g. IRF-7 e
IFN-a se segregaron cada uno a cohortes separados. Otros grupos han establecido que, en respuesta a un cierto nimero
de estimulos, los factores de transcripcién latentes IRF-3, NFxkB y c-JUN/ATF-2 se activan y ensamblan junto con
CBP/p300 en el promotor de IFN-$ para inducir la expresion (Wathelet ef al., 1998, Mol. Cell 1:507-518). También,
se sabe que IFN-£ actiia de una manera de autoclave para inducir la activacién del complejo transcripcional ISGF3
que conduce a la induccion de IRF-7 y otros genes que contienen elementos ISRE en sus promotores (Lu et al., 2000,
J. Biol. Chem., 275:31805-31812; Zhang y Pagano, 1997, Mol. Cell. Biol., 17:5748-5757; Zhang y Pagano, 2001,
J. Virol. 75: 341-350). Ademas, la expresion ectopica de IRF-7 ha demostrado ser critica para la expresién de IFN-
a en células incapaces de formar complejos ISGF3 (Sato ef al., 1998, FEBS Lett. 441: 106-110). Esta dependencia
atribuida de la induccién de IFN-a sobre IRF-7 y la expresién de IRF-7 sobre IFN-8 es reminiscente de los perfiles
cinéticos de los genes en la disposicion descrita. A la vista de estas observaciones, y asumiendo que IFN-G, IRF-7 e
IFN-1a son genes arquetipicos en un modelo general, parece ser que estos cohortes de genes pueden corresponder a 3
ondas transcripcionales separadas; cada una dependiente de y disparada por la onda transcripcional previa (Tabla 1 y
Figuras 2A, B y C).

TABLA 1

Andlisis de microdisposicion de la respuesta transcripcional a una infestacion por VSV a lo largo del tiempo

WT AV1 AV2
Horas post infestacién Horas post infestacion  Horas post infestacion
N° de acceso:  Nombre 3 6 12 3 6 12 3 6 12
comiin

RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL PRIMARIA

NM 000201.1 CD54 2.3 A A 33 30 338 2.7 54 56.3
NM016323.1 CEB1 2.0 212 2044 1.6 3.0 2793 1.9 73.6 490.5
Us3981 GADD34 10.8 575 895.0 31 48.8 422.7 55 159.0 686.7
NM_002176.1  [FN beta 4.2 103.2 488.6 3.2 1545 1531.6 3.6 4B87.3 215789
NM 000600.1 L& 7.3 19.1 38.2 38 447 1716 7.4 120.3 238.7
BES88744 1ISG54 19.5 1731 8045 4.7 141.0 7218 114 2684 13578
NM_001548.1 1SG56 323 2859 8552 200 456.8 14117 398 766.0 19921
NM_001548.1 1SG60 76 575 2380 4.1 87.7 288.6 7.0 151.6 457.7
AF063612.1 OASL 6.6 718 2220 34 81.9 388.9 5.7 172.0 776.9
NM_021127.1 PMAIP1 5.2 221 58.6 2.1 17.3 87.5 43 34.3 169.8
NM_002852.1 PTX3 5.9 31 A 6.4 11.7 114.0 49 29.9 117.6
AF332558.1 PUMA 10.6 A A A 38.7 2116 9.8 77.8 428.0
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RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL PRIMARIA

NM 002985.1 RANTES 34 60.1 9450 26 B4.9 17967 4.1 3018 3916.1
AY029 180.1 SUPAR 37 9.8 147 24 10.5 40.5 2.8 277 46.3
NM_006280.1 TNFAIP3 28 6.3 155 2.7 138 83.5 31 30.5 152.8
RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL SECUNDARIA
NM_030641.1 APOL6 A A 153 408 A 252 373
AF323540.1 APOLL 1.8 A A 1.0 113 257 2.2 10.7 345
084487 CX3C 20 25 2.5 1.7 7.0 451 23 141 63.9
precursor de
quimioquina
BC002666.1 GBP1 A A 42 A 35.9 171.6 1.4 66.2 249.2
NM_006018.1 HM74 A A A 22 29.1 725 A 66.4 454
NM_0312121 hMRS3/4 A A A 25 4.2 213 A 10.1 18.3
NM_005531.1 IFI16 A A A 24 12.8 38.1 28 189 46.2
NM_005532.1  [F127 A A 219 A 36.6 281.0 A 51.0 295.4
NM_004509.1  (F141 A A A A 10.0 228 13 118 18.1
NM_022873.1 iFI-6-16 0.9 25 22 0.7 7.0 15.6 1.1 8.6 15.7
NM_003641.1 IFTTM1 1.8 A A 1.2 8.5 67.1 1.9 143 421
AATAS101 IFITM1 1.2 3.1 2.3 1.0 6.6 40.9 12 9.5 32.8
NM 000882.1 IL12A 1.6 A A A 4.9 13.7 A 6.5 28.8
M15329.1 iL1A nd A A A 8.3 79.4 A 270 287.6
NM_004030.1  IRF7 14 A A A 18.9 109.9 2.2 337 1443
NM 006084.1 IRF9 A A 12 1.8 8.5 112 1.5 7.8 17.4
BCO001356.1 1SG35 1.1 A A 1.0 5.8 23.2 1.4 71 20.2
AF280094.1 ISG75 13 1.8 22 1.5 103 16.2 1.2 12.5 13.8
AF280094.1 15G75 0.9 1.7 A 1.2 75 10.8 1.5 95 11.1
-U 17496.1 LMP7 A A A A 7.6 15.3 0.9 10.0 10.4
NM_006417.1 MTAP44 A A 233 A 10.8 82.7 A 18.0 133.9
NM_002462.1 MXA A A 276 A 48.1 261.9 A 85.7 2329
AB014515 NEDD4 BP1 A A 8.2 2.0 4.0 13.1 1.5 4.5 19.5
NM_002759.1 PKR 0.5 0.8 2.0 0.8 43 15.2 1.0 6.6 9.6
NM_021 1051 PLSCR1 1.4 1.7 A 22 5.0 249 21 4.9 1514
NM_017912.1 ligasa Ub A A 191 A 9.6 26.3 A 12.5 2438
putativa
BF939675 SECTM1 A A A A 20.7 83.8 A 24.8 339
BC004395.1 Similar a A A A A 1.7 172 A 14.6 213
apolipoproteina
L
NM 003141.1 SSA1 A A A 1.2 5.9 11.2 1.4 7.9 111
AAD83478 STAF50 nd A nd 1.7 8.5 96.3 nd 16.7 56.1
NM_005419.1 STAT2 1.1 A A 13 3.0 9.1 1.1 43 9.1
NM_003810.1 TRAIL A A A A 224 135.4 Q.7 37.3 88.6
NM_020119.1 ZAP A A 194 0.9 486 79.9 A 114 133.8
RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL TERCIARIA
M 12350.1 IFN-27 A A nd nd 1023 nd A 101.4
NM_024013.1  IFNA1 nd A A nd 22 53.6 nd A 44.0
NM 002171.1 IFNA10 A A A A A 96.2 A A 551

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319424 T3

RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL TERCIARIA

NM_006800.2 IFNA13 A A A A A 165.4 nd A 152.1
NM_002172.1 IFNA14 A A A A A 159.0 A 44 91.1
NM_002173.1 IFNA1S 1.0 A 1.8 1.1 08 139.9 0.7 33 95.7
M38288.1 IFNA17 A A A A A 218 A A 19.8
NM_002169.1  IFNAS 1.0 A A 09 A 16.4 09 A 11.6
NM_021057.1  IFNA7 A A 35 A A 105.0 A 34 61.7

Datos representados como cambio multiple en comparacién con muestras infestadas simuladamente.
Todas las muestras son de fracciones nucleares de células infestadas
A = ausente (ningun ARNm detectable); nd = ningun dato; genes enmarcados representan “genes

arquetipicos” véase el texto para una explicacion

La proteina M de VSV WT bloquea la sefializacion de interferon beta, mientras que la proteina M de AVI y AV2
no puede

Para una mejor comprension de la respuesta transcripcional temprana a una infestacién por VSV se buscé una
comprension de la diferencia en estas respuestas entre las cepas WT e “inductoras de IFN”. Mediante transferencia
Western, parece ser que los virus WT, AV1 y AV2 disparan la fosforilacién de IRF-3 con cinéticas similares (Figura
2E). Ademas, se encontré que algunos de los genes directamente regulados por los factores de transcripcién IRF-3,
NF«B y c-JUN/ATF-2 estaban suprarregulados al mismo grado en células infestadas con virus WT, AV1 o AV2 (Figura
2A). Por ejemplo, genes de respuesta primaria eran robustamente inducidos 3-6 horas post-infestacion por parte de los
tres virus (Figuras 2A, D y E). Por otro lado, genes de respuesta secundaria, que requieren la produccién de IFN-8 'y
la activacién autocrina de la via JAK/STAT (Figura 2B), eran diferencialmente inducidos por parte de los virus de tipo
salvaje y atenuados (véase IRF-7 en las Figuras 2B y 2E). Como consecuencia de la produccién perjudicada de IRF-7
en células infestadas con VSV WT, productos génicos de respuesta terciaria, tales como los transcritos IFN-a, no eran
inducidos en células infestadas con VSV de tipo salvaje (Figura 2C), aunque eran fuertemente expresados en células
infestadas con AV1 y AV2. Considerados juntos, estos resultados sugieren que VSV de tipo salvaje, a través de su
proteina M, afecta a un bloque entre las respuestas transcripcionales antivirales primarias y secundarias mostradas en la
Figura 2. En experimentos de transfeccion anteriores se ha sugerido que la proteina M de VSV bloquea la transcripcién
de IFN-g (Ferran y Lucas-Lenard, 1997, J. Virol., 71: 371-377), inhibe la exportacién nuclear de ARNms (Her et al.,
1997, Science, 276: 1845-1848; von Kobbe et al., 2000, Mol. Cell., 6:1243-1252) o interfiere con la sefalizacion
Jak/Stat (Terstegen et al., 2001, J. Immunol., 167:5209-5216). Los estudios que esbozan el transcrito, descritos en
esta memoria, serian consistentes con uno cualquiera de los dos ultimos mecanismos, pero no se observé perjuicio
alguno en la induccién de la via Jak/Stat por parte de interferén exdgeno en células infestadas (datos no mostrados).
Por otra parte, cuando se utiliz6 una microdisposicién o el andlisis por RT-PCR para comparar y contrastar transcritos
en fracciones nucleares y citopldsmicas, se encontraron diferencias claras entre células infestadas con virus de tipo
salvaje y atenuados (Figura 3). De manera importante, el ARNm de IFN-, a pesar de que era inducido en fracciones
nucleares por parte de los tres virus, no se encontré en grado significativo en la agrupacién citopldsmica de ARNms
en células infestadas de tipo salvaje.

En conjunto, estos resultados son consistentes con la idea de que tras la infestacién, VSV de tipo salvaje dispara
una respuesta antiviral primaria, pero a través de la expresion coordinada de productos génicos virales entorpece
respuestas secundarias y terciarias bloqueando la exportacion nuclear de ARNms antivirales criticos. En apoyo de este
modelo, se construyé un VSV de tipo salvaje que expresa una version constitutivamente activa de IRF-7. Como era de
esperar, este virus tiene un fenotipo atenuado y es capaz de inducir la expresién de genes de IFN-« en el espacio de
4 horas post-infestacion, incluso en presencia de proteina M de VSV de tipo salvaje (Figura 2D; IFN-a no se expresa
hasta 12 horas post-infestacién en el caso de infestaciones por AV1 y AV2; Tabla 1).

Virus AVI y AV2 atenuados conservan su capacidad de exterminar células tumorales

Para evaluar las propiedades oncoliticas de las cepas de VSV atenuadas, el panel de células tumorales humanas
NCI (60 lineas de células de un espectro de malignidades) fue enfrentado a: virus WT, AV1 o AV2, y se someti a
ensayo en cuanto a la muerte metabdlica de las células 48 horas mas tarde, segtin se describe en Materiales y Métodos.
Resulta claro de la Tabla 2A que VSV WT es capaz de infestar productivamente y exterminar una amplia gama de
diferentes tipos de células cancerosas. Ademds, como ya habia indicado un trabajo anterior de los autores de esta
invencion (Stojdl DF, Lichty B, Knowles S, Marius R, Atkins H, Sonenberg N, Bell JC 2000 Nature Medicine 6:821-
5), la mayor parte de las lineas de células cancerosas sometidas a ensayo (aproximadamente el 80%) demostraron
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respuestas perjudicadas a IFN-a o IFN-g (Tabla 2B). Por lo tanto, de manera no sorprendente, AV1 y AV2 eran tan
eficaces para exterminar estas lineas de células tumorales como VSV WT, presumiblemente debido a los defectos de
sefializacién de IFN en estas células (Tablas 2A y B).
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TABLA 2A

Cepas de VSV mutantes son altamente liticas en miembros del panel NCI 60 de lineas de células cancerosas

WT AV1 AV2

MOl MOl MOl
Leucemia 67% (4/6)* 0,13 nd 60% (3/5) | 0,02
Carcinoma de | 70% (7/9) 0,02 | 60% (3/5) 0,001 75% (6/8) | 0,19
pulmén NSC
Carcinoma de | 86% (6/7) 0,037 | 100% (5/5) | 0,001 100% (6/8) | 0,017
colon
SNC 80% (4/5) 0,02 | 50% (1/2) 0,6 60% (3/5) | 0,38
Melanoma 75% (6/8) 0,1 100% (2/2) 0,15 63% (5/8) | 0,25
Carcinoma de | 100% (6/6) 0,3 67% (2/3) | 0,0005 | 60% (3/5) | 0,14
ovarios
Carcinoma 88% (7/8) 0,24 | 100% (3/3) 0,14 100% (7/7) | 0,48
renal
Préstata 100% (2/2) 0,06 | 100% (2/2) | 0,035 | 100% (2/2) | 0,04
Mama 83% (5/6) 0,009 | 75% (3/4) 0,005 60% (3/5) | 0,12
Todas las | 82% (47/57) 0,11 | 80% (21/26) | 0,07 | 75% (38/51) | 0,20
lineas de
células
testadas
* Porcentaje de lineas de células del panel NCI 60 por tipo de tumor consideradas muy
sensibles a la infestacién por el virus. () denota el nimero de lineas de células muy
susceptibles del nimero de lineas de células testadas. La linea de células se
considerd muy susceptible si la CEsc< MOl de 1 después de una infestacion de 48.
MOI! representa CEsy (MOI) media de lineas de células susceptibles. nd = no
determinado
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TABLA 2B

La mayoria de las lineas de células en el panel de células NCI 60 muestra defectos de IFN

Defectos de IFN de tipo |
Leucemia 100% (6/6)
Carcinoma de pulmén NSC 71% (5/7)
Carcinoma de colon 100% (7/7)
SNC 75% (3/4)
Melanoma 85% (6/7)
Carcinoma de ovarios 67% (4/6)
Carcinoma renal 75% (6/8)
Préstata 100% (2/2)
Mama 60% (3/5)

Todas las lineas de células testadas 81% (42/52)
*Denota el nimero de lineas de células en cada grupo que no respondian a
tratamiento previo con IFN-a o IFN-B. Se considera que la linea de células no
responde si el tratamiento previo con IFN era incapaz de afectar significativamente
(< 10 veces) la CEsq de células infestadas con VSV WT durante 48 horas.

Actividad oncolitica in vivo de AV y AV2

Anteriormente, se informé del tratamiento con éxito de tumores de xenoinjerto subcutdneos en ratones hipotimicos
con VSV WT (Stojdl, er al. 2000, Nature Medicine 6(7): 821-5, pero en estos experimentos se requirié proteger a los
animales inmunodeficientes frente a los tratamientos con virus. Los resultados descritos mds arriba sugieren que AV1
y AV2 deberian exterminar eficazmente a células tumorales con una escasa toxicidad en modelos de ratones hipoti-
micos, incluso en ausencia de interferén administrado de forma exdgena. Células de carcinoma de ovarios humano
se inyectaron en la cavidad peritoneal de ratones hipotimicos CD-1 y se dej6 que se desarrollaran durante 12 dias.
La mayor parte de los ratones (14/15) que recibieron virus inactivado por UV desarrollaron una ascitis hacia el dia
15 post-tratamiento (el ratén restante en este cohorte alcanzd un punto final el dia 39). En contraposicion, 3 dosis de
AV2 suministradas en la cavidad peritoneal proporcionaron curaciones duraderas del 70% de los ratones (Figura 4A).
De manera sorprendente, mientras que una dosis individual intraperitoneal de VSV WT es uniformemente letal para
ratones hipotimicos, ninguno de los animales tratados con tres dosis de AV2 exhibia incluso sintoma alguno de una
infestacién por virus (p. ej. malestar, pérdida de peso, deshidratacion).

Tratamiento sistémico de tumores subcutdneos con AVI y AV2

Mientras que las cepas AV1 y AV2 son eficaces cuando se inyectan en el sitio primario de asentamiento del tumor,
se necesit6 determinar la eficacia terapéutica de cepas atenuadas sistémicamente suministradas. Para ello, se estable-
cieron tumores subcutdneos inyectando células de carcinoma de colon CT26 en el flanco trasero de ratones Balb/c
singeneicos. Una vez que los tumores se volvieron palpables (aproximadamente 10 mm?) se administré el virus a tra-
vés de inyeccion en la vena de la cola. Doce dias después del tratamiento, los ratones que recibieron VSV inactivado
por UV alcanzaron el punto final con un tamafio medio del tumor de 750 mm?. En contraposicién, un tratamiento
sencillo con AV2 mostré una eficacia significativa, demorando el tiempo hasta el punto final en casi 3 veces (34 dfas),
De los 8 animales en este grupo de tratamiento, se considerd que 7 respondian parcialmente, mientras que solamente 1
raton no respondia al tratamiento (Tabla 3). Cuando se administraron miltiples dosis de AV1 o AV2 por via intraveno-
sa, se increment6 acusadamente la eficacia de los tratamientos (Figura 4B y Tabla 3). Con la excepcién de un animal,
todos los tumores respondieron al tratamiento con AV 1, mostrando 3/6 ratones una regresién completa del tumor. Dos
de estos ratones mostraron regresiones completas en una fase tan temprana como los dias 8 y 9, respectivamente, post-
infestacién. Dos de los animales restantes mostraron respuestas parciales, demorando la progresion del tumor en casi
2 veces en comparacion con controles. Todos los ocho ratones infestados con AV2 respondieron bien al tratamiento,
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desarrollando cinco de ocho regresiones duraderas de los tumores. Ademads, estos ratones no consiguieron producir
tumores cuando se les volvi6 a enfrentar a células CT26 7 meses después del tratamiento, sin traza alguna de virus de-
tectable (datos no mostrados), indicando quizds que se habia desarrollado una inmunidad, mediada por el hospedante,
al tumor.

La duplicacién del nimero de dosis virales administradas a animales portadores del tumor no aumentaba el niimero
de regresiones duraderas (Tabla 3), sugiriendo que la inmunidad anti-viral que surge durante el transcurso del trata-
miento puede influir sobre el resultado. También, en un enfoque descrito previamente con VHS oncolitico (Lambright
et al., 1999, Ann. Thorac. Surg., 68: 1750-1760 y 1761-1772), se testd la utilidad de inyectar células infestadas con el
virus, en lugar del virus solo, como una modalidad terapéutica. Se razond que células infestadas pudieran funcionar
como ‘“caballos de Troya” enmascarando al virus mientras que se encuentran en el sistema vascular y facilitando el
suministro del virus cuando se depositan en la neo-vasculatura del tumor. Para este fin, células CT-26 infestadas in
vitro durante dos horas con AV2 fueron inyectadas en la vena de la cola de ratones portadores de tumores. En estos
experimentos, parecié que células CT-26 infestadas eran tan eficaces como un modo de suministrar virus a sitios del
tumor como el utilizar virus purificados (tres regresiones completas y una respuesta parcial; Figura 4B).

Todas las formas de tratamiento intravenoso eran bien toleradas por los ratones, sin que se produjeran muertes,
y sintomas minimos de morbidez. Los ratones infestados tenian una ereccidn pilosa de suave a media, una suave
deshidratacion y una cierta pérdida transitoria de peso corporal tras el tratamiento inicial (Figura 4C). Estos sintomas
solamente fueron observados después de la infestacion inicial, todas las dosis subsiguientes no consiguieron provocar
sintoma alguno de infeccién.

TABLA 3

Tasa de respuesta incrementada con el niimero incrementado de dosis en el modelo de tumores subcutdneos

AV2 UV AV2
1 dosis
CR 0%* (0/5) 0% (0/8)
PR 0% (0/5) 88% (7/8)
NR 100% (0/5) 12% (1/8)
6 dosis
CR 0% (0/5) 63% (5/8)
PR 0% (0/5) 37% (3/8)
NR 100% (5/5) 0% (0/8)
12 dosis
CR 0% (0/5) 63% (5/8)
AV2 UV AV2
PR 0% (0/5 37% (3/8)
NR 100% (5/5) 0% (0/8)
* Porcentaje de ratones que muestra respuestas completas (CR), respuestas parciales
(PR) y ninguna respuesta (NR) para cada grupo de tratamiento. Las respuestas
completas se refieren a ratones con una regresion completa de sus tumores sin
sintoma alguno de tumores al final del experimento (80 dias). Las respuestas parciales
son tumores que mostraron demoras en el tamafio al tiempo hasta el punto final en
comparaciénv con ratones control (AV2 UV). 0 denota el nimero de ratones positivos
del nimero total de ratones en el grupo.
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La administracion sistémica de AVI y AV2 es eficaz contra una enfermedad diseminada

Células CT-26, cuando se inyectan en la vena de la cola, siembran tumores por todo el ratén, aunque, predominan-
temente, en los pulmones, conduciendo a una mortalidad en el espacio de 3-4 semanas. Se examinaron los pulmones
de cuatro ratones 16 dias después de la inyeccion de células tumorales y cuatro dias después del tratamiento con
virus inactivados por UV (Figura 4D). Estos pulmones tenfan 3 veces su masa normal debido a la carga del tumor,
que se evidencia como nddulos sobre la superficie de los pulmones. En contraposicion, ratones compafieros de jaula
portadores de tumores que recibieron una dosis Unica intravenosa de AV2, 4 dias antes del momento del sacrificio,
tenian pulmones con una masa normal y unos pocos nédulos tumorales obvios. AV2 administrado por instilacién in-
tranasal mostraron también una eficacia significativa, mientras que parecia éptima una combinacién de administracién
intravenosa e intranasal (Figura 4D).

La Figura 4E muestra los lugares de supervivencia de ratones a los que se sembraron tumores en los pulmones
y luego se trataron por via intranasal con virus inactivados por UV, AV1 o AV2. El tiempo medio hasta la muerte
(MTD - siglas en inglés) de los animales tratados con virus inactivados por UV era de aproximadamente 20 dias. Sin
embargo, ratones tratados con AV1 o AV2 estaban protegidos por completo. Este experimento demuestra la capacidad
sorprendente de AV1 y AV2 de producir curaciones duraderas en un modelo de tumores agresivo, diseminado, inmuno-
competente.

Discusion

Una diferencia clave entre estos virus atenuados y las versiones oncoliticas de VSV, de las que se informé pre-
viamente, es la incapacidad de proteinas M mutantes de bloquear la produccién de interferén en células infestadas.
M de VSV es una proteina multifuncional, requerida para varias funciones virales claves, que incluyen: germinacién
(Jayakar, et al. 2000, J Viral, 74: 9818-9827), montaje del virion (Newcomb, et al. 1982, J Viral, 41: 1055-1062),
efecto citopatico (Blondel, ef al. 1990, J. Virol., 64: 1716-1725) e inhibicion de la expresion del gen en el hospedante
(Lyles, et al. 1996, Virology 225: 172-180). La udltima propiedad ha sido atribuida a la capacidad de M de bloquear la
actividad de la ARN polimerasa en el hospedante (Yuan et al., 2001, J. Virol., 75:4453-4458) o de inhibir el transporte
nuclear tanto de las proteinas como de los ARNms hacia y fuera del niicleo hospedante (Her et al., 1997, ibid; von
Kobbe et al., 2000, ibid). Los resultados que se presentan aqui utilizando una infestacién con virus son consistentes
con los bloqueos en el transporte nuclear que son el mecanismo principal mediante el cual cepas de VSV de tipo salva-
je mitigan la respuesta antiviral en el hospedante. El presente anélisis de transcritos de células infestadas proporcioné
poca evidencia que sustentara un papel de la proteina M en la inhibicién de la transcripcion de células hospedantes,
sino que, mds bien, demuestra que la infestacién por VSV dispara una estimulacién, mediada por IRF-3, de genes
antivirales, seguido de un bloqueo, mediado por la proteina M, de transcritos de respuesta primaria procedentes de
ntcleos de células infestadas. Particularmente vinculado a este estudio estd el trabajo del grupo de Dahlberg (Petersen
et al., 2000, Mol. Cell. Biol., 20:8590-8601) y otros (von Kobbe et al., 2000, ibid) que ha demostrado, mediante estu-
dios de transfeccion, que la proteina M se puede asociar con proteinas de poro nucleares y realizan un bloqueo en la
exportacion de ARNm.

Aunque no se pretende estar ligado por la teoria, parece ser que los programas antivirales en células hospedantes
se inician mediante activacion de los factores de transcripcidn latentes NF«B, c-JUN/ATF2 e IRF-3. Tras la entrada
del virus en la célula hospedante, los factores de transcripcién c-JUN e IRF-3 son fosforilados por parte de JNK y
una quinasa viralmente activada, recientemente identificada (John Hiscott, comunicacién personal), respectivamente,
mientras que NF«B es liberado desde su inhibidor IkB a través de la accién de IKK(s) situados mds arriba (DiDonato
et al., 1997, Nature, 388:548-554). Los factores de transcripcién activados se desplazan al niicleo y forman coordi-
nadamente un complejo de potenciosoma (“‘enhanceosome”) en el promotor de IFN-S, conduciendo a la induccién
de IFN-B (Wathelet et al., 1998, ibid). A esto se alude en esta memoria como la respuesta transcripcional primaria
a una infestacion por virus. Se ha postulado que una onda transcripcional secundaria es disparada por la induccion,
dependiente de IFN-S, de una diversidad de genes estimulados por interferones. Los datos presentados en esta memo-
ria con la proteina M de tipo salvaje ayudan a delinear la distincién entre estos eventos transcripcionales primarios
y secundarios, asi como a identificar varios nuevos genes de respuesta viral (GADD34, PUMA). Tras la infestacién
con virus que albergan proteinas M mutantes, resulta claro que la estimulacién autocrina de la via de sefializacién
JAK/STAT por parte de IFN-S conduce a la produccion de genes de respuesta secundaria, tal como IRF-7, que, a su
vez, son criticos para la induccion terciaria de genes de IFN-a (Morin et al., 2002, J. Mol. Biol., 316:1009-1022). De
hecho, el bloqueo por parte de la proteina M de transcritos secundarios y terciarios se puede superar expresando una
version de IRF-7 constitutivamente activa (a partir de un promotor viral), incluso en presencia de proteina M de tipo
salvaje.

Una de las limitaciones de la terapia oncolitica puede ser la neutralizacién del virus por parte de anticuerpos
pre-existentes, presentes en la poblacién humana (Ikeda et al., 1999, Nature Medicine, 5:881-887). El uso de un
virus oncolitico, tal como VSV, el cual no es endémico en la poblacién humana, deberfa proporcionar una signifi-
cativa ventaja terapéutica. Mientras que en este estudio se encontré en algtn instante una dependencia de la dosis
a la actividad oncolitica (seis tratamientos son superiores a uno), presumiblemente ya que se desarrollan anticuer-
pos neutralizantes, dosis adicionales no proporcionan beneficio terapéutico alguno. Estos resultados sugieren que uno
de los determinantes criticos para una terapia viral con éxito serd el suministro eficaz al lugar del tumor antes del
desarrollo de una respuesta inmune anti-viral. Probablemente serd importante suministrar la dosis de virus maxima
tolerable con la mayor frecuencia posible antes de la evolucién de la respuesta anti-viral mediada por el hospedante.
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La determinacién de la dosis exacta requerida para pacientes individuales es bien conocida dentro de las capacida-
des de los médicos que trabajan en el sectro y, por lo tanto, no es necesario discutir en esta memoria dosificaciones
especificas.

En principio, podrian ser utiles estrategias que implicaran una inmunosupresion de los pacientes antes de la terapia
virica, pero se ha encontrado que un componente importante de la terapia oncolitica viral es una respuesta anti-tumor
la cual se inicia por la expresion de proteinas virales en las superficies de células tumorales (datos no mostrados y
Todo et al., 1999, Human Gene Therapy, 10:2741-2755). Quizds otras estrategias, tales como la infusién de células
infestadas con virus tal como se muestra en esta memoria, o el revestimiento con polimeros de preparaciones virales
(Fisher et al., 2001, Gene Ther., 8:341-348) proporcionardn una oportunidad de suministrar productos terapéuticos a
sitios de tumores sin comprometer valiosas respuestas inmunes del hospedante.

Los datos presentados en esta memoria indican que durante la evolucién del tumor se producen, con frecuencia,
defectos en la sefializacién de interferones, teniendo una gran mayoria de las lineas de células en el panel NCI una
respuesta perjudicada. Datos acumulativos han indicado que el interferén es una citoquina multifuncional que puede
regular de forma coordinada el desarrollo de la célula, la apoptosis y las vias antivirales. Quizas, durante la evolucién
del tumor, la seleccion de un desarrollo incesante y la pérdida de la apoptosis sobrepasa la necesidad ocasional de una
actividad anti-viral.

De manera ideal, un virus oncolitico se replicard, de manera preferente, en células malignas, tendrd la capacidad
de diseminarse desde el tumor primario a sitios de la metdstasis y, en dltima instancia, serd desalojado por parte del
hospedante. En esta memoria se presenta una evidencia de que los virus AV1 y AV2 atenuados encarnan todos estos
tratados y, debido a su capacidad de disparar respuestas antivirales en células normales, pueden estar excepcionalmente
seguros in vivo. Hasta la fecha ha demostrado ser imposible seleccionar variantes de VSV que sean resistentes a los
efectos antivirales de los interferones (Novella et al., 1996, J. Virol., 70:6414-6417) y se ha demostrado la capacidad de
estos mutantes inductores de IFN de proteger al hospedante en trans frente a una infestaciéon con VSV WT (Figura 1D).
Por lo tanto, es posible que en una poblacién de virus, en la que la mayoria de las particulas son potentes inductores de
interferén, es remota la posibilidad de que surja con dominancia una variante de tipo salvaje. La “nube de citoquinas”
resultante, producida por la infestacién con el virus inductor de IFN, protegeria al hospedante de una cepa WT mas
virulenta (véase la Figura 5). Sin embargo, no se verfa afectado el exterminio del tumor, ya que estas células han
demostrado ser defectuosas para responder a una “nube de citoquinas™ de este tipo. Por ello, se incremente el indice
terapéutico, mejorando adicionalmente el potencial de los virus oncoliticos en calidad de agentes terapéuticos contra
el cancer.

Ejemplo 2
VSV’s mutantes rescatados

Se construy6 una serie de virus recombinantes para testar el intervalo de mutaciones que son ttiles para la gene-
racién de mutantes inductores de interferén. Para este fin se cre6 una cadena principal que contenia los genes N, G y
L del plasmido pXN-1 (Scnell MJ, Buoncore L, Whitt MA y Rose JK (1996) J. Virology 4, 2318-2323) y los genes P
y M de AV 1. Una vez creada una serie de virus que diferian solamente en sus genes M, sustituyendo secuencialmente
variantes en el gen M tal como se muestra en las figuras acompafantes (Figuras 6 y 7). Por ejemplo, XNDG M4 con-
tiene los genes N, G y L de pXN-1, el gen P de AV1 y un gen M con la metionina 51 suprimida. XNDG M5 alberga
un gen M que tiene una delecién de cuatro aminodcidos de metionina 51.

Aspartato 52, treonina 53 e histidina 54 (Figura 7). Tal como muestran los autores de la invencién en la Tabla 4
(que figura mds abajo), estos dos mutantes son igualmente eficaces para exterminar tres lineas de células humanas
de células tumorigenas como un mutante que se produce de forma natural (Mut2 o AV1) que tiene una metionina 51
convertida en una arginina ( es decir, M51R). Dado que XNDG M4 y M5 son mutantes por delecién, resultard mucho
mads dificil que estos virus recombinantes reviertan de nuevo al genotipo de metionina 51 original. Ademads, mientras
que virus tratados mediante ingenieria siguen siendo capaces de exterminar eficazmente células tumorales, forman
pequefias placas en células que responden a interferones, indicando que estos virus estdn atenuados para el desarrollo
en células que no pueden responder a interferones (Figura 8).

Para ejecutar el ensayo de placa, se sembraron células Vero en placas de cultivo tisular de 60 mm de didmetro a una
confluencia en aMEM + suero bovino al 10% y se permiti6é que se fijaran durante al menos 3 horas bajo condiciones
de cultivo tisular normales. Se realizan diluciones en serie de la suspensién de virus de muestra a incrementos de semi-
log (p.ej. 10-4, 10-4 12, 10-5, 10-5 Y4, ... etc.) en aMEM exento de suero. Los medios se aspiraron de las placas de 60
mm, se afiadieron 100 ul de suspensién de virus por cada placa y las placas se incubaron bajo condiciones de cultivo
tisular normales durante 45 minutos. Tras la incubacion durante 45 minutos, las placas se cubrieron con 3 ml de una
mezcla 1:1 de agarosa al 1% + (2X aMEM + suero bovino fetal al 20%) a 42°C. Después, las placas se incubaron
durante una noche y se hizo el recuento de las placas a la mafiana siguiente.

Lineas de células OVCAR (una linea de células de cincer de ovarios humana), 283T (una linea de células de
riién humanas transformada por el antigeno-T grande de SV 40) y U20S (linea de células de osteosarcoma humana)
se infestaron con virus AVl (Mut2), XNDG M4 y XNDG M5 y se determiné la viabilidad de las células después
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de un periodo de tiempo, utilizando el ensayo MTS segiin se describe mas arriba. Los datos proporcionados en la
Tabla 4 demuestran que VSVs mutantes rescatados tienen propiedades de exterminio similares en comparacién con
AVI.

TABLA 4
MOI requerida para exterminar el 50% de células en 48 horas, segiin se mide por el ensayo MTS
AV1 XNDG M4 XNDG M5
OVCAR3 0,0096 0,0228 0,0105
203T 0,0096 0,0138 0,04056
U208 0,03 0,0136 0,0156
Ejemplo 3
Proteinas de fusion de la proteina M de GFP

Cuando se condensa al extremo amino de la proteina fluorescente verde (GFP - siglas en inglés), el extremo amino
de la proteina de la matriz (M) de VSV (aminoM + 72-GFP-N1) fija como objetivo esta proteina de fusién a las
mitocondrias (Figuras 9 y 10). Los primeros 72 aminoécidos de la M de Indiana de VSV son capaces de fijar como
objetivo a GFP. Una proteina de fusién iniciada en la metionina 33 (M33) es también capaz de fijar como objetivo
GFP a las mitocondrias, mientras que los primeros 50 aminoacidos solos no son capaces. No se requiere metionina
51 (M51). Cuando se condensa al extremo C de la GFP, estas secuencias no fijan como objetivo la proteina de fusién
a las mitocondrias, por lo tanto estas secuencias deben estar en el extremo amino de una proteina recombinante para
ejecutar esta fijacion.

Como se muestra en las Figuras 9 y 10, cuando una fusién entre los 72 aminodcidos amino-terminales y GFP
(aminoM + 72-GFP-N1) se expresa transitoriamente en células cultivadas: 1) la proteina de fusién es fijada como
objetivo a las mitocondrias, 2) las mitocondrias pierden la organizacién reticulotubular usual y se desmoronan en
estructuras perinucleares punteadas que 3) pierden el potencial de la membrana. Estas son las caracteristicas distintivas
de una célula moribunda.

Se ha reconocido a la proteina de la matriz de VSV como una proteina téxica que juega un papel en la citotoxicidad
del virus. La transcripcion de la proteina M se inicia en tres codones ATG alternativos (M1, M33 y M51) y un virus
mutado en M33 y M51 de modo que no pueda producir las isoformas mds cortas tiene una citotoxicidad significativa-
mente reducida. Un virus que tiene una proteina M de VSV mutante, que ya no fija como objetivo las mitocondrias,
serd menos citotoxico.

Ejemplo 4
Proteccion contra la morbidez inducida por VSV

Este estudio demuestra que VSV mutante (AMS51) sistémicamente administrado puede proteger frente a una dosis
intracraneal letal de VSV.

A grupos de ratones Balb/C hembras de 8 semanas de edad se les inyectaron por via intravenosa (se les cebd) con
PBS, VSV WT GFP (1e8 ufp) o VSV AM51 GFP (1e8 ufp). Veinticuatro horas mas tarde, todos los ratones fueron
inoculados intracranealmente con 2e7 ufp de VSV AMS51 (en 5 ul de PBS) y se les vigil6 en cuanto a sintomas de
morbidez y pardlisis.

Los resultados se presentan en las Figuras 17A y 17B. La Figura 17A proporciona una grafica de supervivencia de
Kaplan Meyer que demuestra que sobrevivid el 100% de ratones cebados con AMS51, mientras que todos los ratones
cebados con WT y PBS control desarrollaron una pardlisis de las extremidades traseras y fueron eutanizados. La
Figura 17B es una grifica de los pesos de los ratones a lo largo del tiempo, tras tratamiento intravenoso. Los ratones
cebados con AMS51 no mostraron pérdida de peso alguna, mientras que los ratones WT y PBS control mostraron una
pérdida de peso extrema antes de la eutanasia.
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Ejemplo 5
Produccion de interferon tras infestacion con VSV

Los datos que se presentan en este estudio demuestran que las células infestadas con VSV mutante secretaban IFN-
a e IFN-B, mientras que las células infestadas con VSV WT no producian IFN-«a e IFN-3, o lo hacian en cantidades
mucho menores.

Interferon-f3

Células OVCAR4, CAKI-1 y HOP62 fueron infestadas (MOI de 10 ufp) con cepas de VSV WT o mutante. Las
células infestadas fueron analizadas mediante ELISA para la produccién de IFN-B 10 horas post-infestacién. Células
infestadas con AV1 y AV2 y células no infestadas con VSV WT producen IFN-3 secretado. El ELISA se realizé
utilizando un kit de deteccién de IFN-S humano comercialmente disponible (TFB INC; Tokio, Jap6n). Los resultados
de este estudio se muestran graficamente en la Figura 18.

Las tres lineas de células son todos cidnceres humanos que se seleccionaron para este estudio, ya que caen en el
20% de canceres que en cierta medida responden a interferones. OVCAR son células de cancer de ovarios, HOP62
son células de cdncer de pulmén y CAKI-1 son canceres renales. En cada caso, las células fueron infestadas segtin se
describe en el ensayo MTS (véase el Ejemplo 1).

Interferon-a

Se analizaron los niveles de IFN-a en suero de ratones utilizando un kit ELISA de Interferén-Alfa de ratén (PBL
Biomedical). A ratones Balb/C hembras (de 10 semanas de edad; Charles River) se les inyectaron por via intravenosa
PBS 6 1 x 10® ufp de GFP WT o GFP AV3 (en donde AV3 es una versién tratada mediante ingenieria de VSV, en
donde la metionina 51 ha sido suprimida por completo) diluida en PBS. A los instantes post-infestacién indicados
se recogid sangre de la vena siafena de cada uno de los ratones en tubos heparinizados y se centrifugd para obtener
suero. Para cada muestra 5 yl de suero se diluyeron en 95 ul de PBS y se analizaron siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los resultados proporcionados en la Tabla 5 que figura mas abajo demuestran que los ratones infestados
con el AM51 producian IFN-a en una fase mas temprana y en mayores cantidades que los ratones infestados con VSV
WT. Los ratones nativos no producian cantidades detectables de IFN-a.

TABLA 5

Interferon-a en el suero (pg/ml)

Tiempo (h) Nativo (n = 2) WT (n = 3) AMS51 (n = 3)
0 neg. neg. neg.
1 neg. neg. 559 + 116
6 neg. 8197 £ 2726 25213 + 322

neg. = por debajo del nivel de deteccién del ensayo (< 200 pg/ml);

tiempo se refiere a horas post-infestacion

Ejemplo 6

Se encontré que el tratamiento in vivo de ratones con A51-VSV aumentaba drasticamente la lisis de dianas de
células tumorales CT26 mediada por linfocitos T citotéxicos (CTL - siglas en inglés), en comparacién con la lisis por
parte de esplenocitos procedentes de ratones portadores de tumores y no tratados con VSV.

Ratones Balb/c con tumores subcutdneos de CT26 establecidos fueron tratados, por via intravenosa, con o sin
5x10®* ufp de AM51-VSV. Al cabo de 7 dias, se recolectaron los esplenocitos y se cultivaron en una relacién 5:1 con
células tumorales CT26 irradiadas. Después de 7 dias de estimulacién in vitro se analizaron los esplenocitos en cuanto
a actividad de CTL anti-CT26. Los resultados de este estudio se representan graficamente en la Figura 19A, en la
que se representa el % de lisis especifica para tumores por encima del fondo de lisis espontdnea de células tumorales
diana CT26 en ausencia de esplenocitos efectores frente a la relacion efector:diana (las células diana son las células
tumorales, los esplenocitos son las células efectoras o exterminadoras).

También se observaron diferencias cualitativas en las respuestas inmunes provocadas por virus WT o AM51. Ra-
tones Balb/c fueron tratados, por via intravenosa, con 5x 108 ufp de VSV de tipo salvaje o A51, y al cabo de 7 dias se
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recolectaron los esplenocitos y se co-cultivaron con células tumorales CT26 irardiadas. Después de 7 dias en cultivo,
los esplenocitos se analizaron en cuanto a la lisis contra células CT26, con o sin un agotamiento previo de células
NK con perlas magnéticas conjugadas con anticuerpos. El tratamiento de los ratones con VSV tanto de tipo salvaje
como con AM51-VSYV, ceb6 a los esplenocitos para la potente generacion de respuesta inmune primaria a antigenos
tumorales CT26 in vitro, sin exposicion previa in vivo a los antigenos tumorales durante la infestacién viral. Esto
indica que la terapia con VSV ceba a los esplenocitos in vivo para la subsiguiente generacion de la respuesta primaria
in vitro contra antigenos nuevos. La actividad litica contra células CT26 tras una terapia con VSV de tipo salvaje era
dependiente de NK. La actividad litica contra células CT26 tras una terapia con AMS51-VSV fue mediada por CTL, lo
que indica eventos de cebado inmunoldgicos cualitativamente distintos tras una terapia con AM51-VSV frente a VSV
WT. Estos resultados se representan en la Figura 19B. Estos datos sugieren también la superior capacidad de AM51-
VSV para provocar potentes respuestas inmunes adaptativas (lisis mediada por células T CD8+) con un potencial pa-
ra el desarrollo de una memoria inmunoldgica protectora, en contraposiciéon con una infestacién de tipo salvaje que
generaba un mecanismo efector mediado por células NK, fundamentalmente innato, contra células CT26.

Este estudio demuestra que el virus mutante induce una respuesta cualitativamente diferente a la del virus de tipo
salvaje. La induccién de células CTL en este ensayo s6lo se observa con el virus mutante. La respuesta por parte de
CTL también serd una respuesta protectora a largo plazo, mientras que la respuesta por NK no tendrd memoria. La
induccion de esta respuesta diferenciada es posiblemente atribuible a la induccién de citoquinas por parte del virus
mutante.

Ejemplo 7
Tincion inmunohistoquimica de tumores tratados con VSV mutante

Con el fin de estudiar el efecto de VSV mutante sobre tumores, ratones Balb/c, portadores de tumores CT26 subcu-
taneos, fueron tratados por via intravenosa con GFP de AM51-VSV. Al cabo de 2, 5 u 8 dias, se eutanizé a los ratones
y los tumores fueron congelados instantdneamente y posteriormente seccionados (5 um) y fueron tefiidos inmuno-
histoquimicamente para VSV, caspasa 3 activa y CD45, un marcador de panleucocitos. En este estudio se utilizaron
técnicas convencionales. En la Figura 20 se muestran fotografias de las secciones tefiidas. La mancha positiva es de
color pardo, mientras que todos los nicleos se tifien de azul con hematoxilina. La tincién H&E muestra la morfologia
del tumor (la tincién H&E es una mancha no especifica que muestra la estructura global del tumor).

La tincién inmunohistoquimica de tumores tratados con VSV mutante revel6 una apoptosis masiva y la acumu-
lacién de leucocitos. Este estudio demuestra que VSV mutante es un excelente agente oncolitico, ya que induce la
muerte de células tumorales que incluso no habfan sido infestadas ( es decir, células caspasa 3+ que han sufrido apop-
tosis). Aun cuando no se pretende estar ligado por la teoria, esto es probable, ya que de nuevo el virus mutante indica la
produccion de citoquinas citotoxicas que exterminan células tumorales antes que el virus infestante. Ademads, el virus
mutante recluta leucocitos (células CD45+) que pueden infiltrarse y atacar al tumor. Las células CD45+ penetran des-
pués de las células infestadas con el virus mutante, de nuevo en respuesta a las citoquinas inducidas por la infestacién
con virus de células tumorales.
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REIVINDICACIONES

1. Un virus de la estomatitis vesicular (VSV) mutante que tiene la mutacién AMS51 en la proteina de la matriz (M).

2. El VSV mutante de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una o mas mutaciones seleccionadas del
grupo que consiste en AM51-54, AM51-57, V221F, S226R, AV221-S226, V221X, S226X, o una combinacién de las
mismas.

3. El VSV mutante de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una o mas mutaciones seleccionadas del
grupo que consiste en AMS51/V221F; AM51-54/V221F; AM51-57/V221F, AM51/S226R, AM51-54/S226R y AM51-
57/S226R.

4. El VSV mutante de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende una o mas mutaciones seleccionadas del
grupo que consiste en AMS51/V221F/S226R; AM51-54/V221F/S226R y AM51-57/V221F/S226R.

5. Un vector viral que comprende un VSV mutante de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente.
6. El vector viral de acuerdo con la reivindicacién 5, que comprende, ademds, un 4cido nucleico heterélogo.

7. Un vector de vacuna que comprende un VSV mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y
un 4cido nucleico heter6logo que codifica uno o mas antigenos.

8. Un adyuvante de vacuna que comprende un VSV mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-
4y, opcionalmente, un soporte farmacéuticamente aceptable.

9. Un agente oncolitico que comprende un VSV mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y,
opcionalmente, un soporte farmacéuticamente aceptable.

10. Una composicion farmacéutica que comprende un VSV mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindica-
ciones 1-4 y un soporte farmacéuticamente aceptable.

11. Una composicién inmunogénica que comprende un VSV mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindica-
ciones 1-4 y un soporte farmacéuticamente aceptable.

12. Uso del VSV mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en calidad de un aditivo para
preparaciones farmacéuticas de virus para la proteccion frente a revertantes virulentos que surgen en dicha preparacion.

13. Uso del VSV mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para la fabricacion de un medica-
mento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno que puede ser aliviado por la liberacion de citoquinas.

14. El uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde dicha enfermedad o trastorno es cancer, infeccion bacte-
riana, infeccion viral o infeccién por hongos.

15. Un kit que comprende uno o mds recipientes y un VSV mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindica-
ciones 1-4.
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Secuencia del genoma para el mutante de VSV AV1
ACGAAGACAAACAAACCATTATTATCATTARAAGGCTCAGGAGAAACTTTAACAGTAATCAAAATGTCTGTT

ACAGTCAAGAGAATCATTGACAACACAGTCATAGTTCCAAAACTTCCTGCAAATGAGGATCCAGTCGAATAC
CCGGCAGATTACTTCAGAARATCAAAGGAGATTCCTCTTTACATCAATACTACARAAAGTTTGTCAGATCTA
AGAGGATATGTCTACCAAGGCCTCAAATCCCCAAATCTATCAATCATACATECTCAACAGCTACTTGTATGGA
GCATTGAAGGACATCCGGGGTAAGTTGGATAAAGATTGGTCAAGTTTCGGAATAAACATCGGGAAGGCAGGE
GATACAATCGGAATATTTGACCTTGTATCCTTGAAAGCCCTGGACGGTCTACTTCCAGATGGAGTATCGGAT
GCTTCCAGAACCAGCGCAGATGACAAATGGTTGCCTTTGTATCTACTTGGCTTATACAGAGTGGGCAGARCA
CAAATGCCTGRATACAGAAAARGCECTCATGCGATGCGCTGACARATCAATGCAARATGATCAATGAARCAGTTT
GAACCTCTTGTGCCAGAAGGTCGTGACATTTTTGATGTCTGGGGARATGACAGTARTTACACAAAAATTGTC
GCTGCAGTGGACATGTTCTTCCACATGTTCAAAAAACATGAATGTGCCTCGTTCAGATACGGAACTATTGTT
TCCAGATTCARAGATTGTGCTGCATTGGCAACATTTGGACACCTCTGCAAAATAACCGGAATGTCTACAGAA
GATGTAACGACCTGGATCTTGAACCGAGAAGTTGCAGATGAGATGGTCCAAATGATGCTTCCAGGCCAAGAA
ATTGACAAGGCCGATTCATACATGCCTTATTTGATCGACTTTGGATTGTCTTCTAAGTCTCCATATTCTTCC
GTCAARAAACCCTGCCTTCCACTTCTGGGGGCAATTGACAGCTCTTCTGCTCAGATCTACCAGAGCARGGAAT
GCCCGACAGCCTGATGACATTGAGTATACATCTCTTACTACAGCAGGTTTGTTGTACGCTTATGCAGTAGGA
TCCTCTGCTGACTTGGCACAACAGTTTTGTGTTGGAGATAGCAAATACACTCCAGATGATAGTACCGGAGGA
TTGACGACTAATGCACCGCCACAAGGCAGAGATGTGGTCGAATGGCTCGGATCGTTTGAAGATCAAAACAGA
ARRCCGACTCCTGATATGATGCAGTATGCGARACGAGCAGTCATGTCACTGCAAGGCCTARGAGAGAAGACA
ATTGGCAAGTATGCTAAGTCAGAATTTGACARATGACCCTATAATTCTCAGATCACCTATTATATATTATGC
TACATATGAAAAAAACTAACAGATATCATGGATAATCTCACAAAAGTTCGTGAGTATCTCAAGTCCTATTCT
CGTCTAGATCAGGCGGTAGGAGAGATAGATGAGATCGAAGCACAACGAGCTGAAAAGTCCAATTATGAGTTG
TTCCAAGAGGACGGAGTGGAAGAGCATACTAGGCCCTCTTATTTTCAGGCAGCAGATGATTCTGACACAGAL
TCTGAACCAGAAATTGARGACAATCAAGGCTTGTATGTACCAGATCCGGAAGCTGAGCAAGTTGAAGGCTTT
ATACAGGGGCCTTTAGATGACTATGCGGATGAGGACGTGGATGTTGTATTCACTTCGGACTGGARACAGCCT
GAGCTTGAATCCGACGAGCATGGAAAGACCTTACGGTTGACATTGCCAGAGCGGTTTAAGTGGAGAGCAGARA
TCCCAGTGGCTTTTGACGATTAAAGCAGTCGTTCARAGTGCCAAACACTGGAATCTGGCAGAGTGCACATTT
GAAGCATCGGGAGAAGGGGTCATCATARAAAAGCGCCAGATAACTCCGGATGTATATAAGGTCACTCCAGTG
ATGAACACACATCCGTCCCAATCAGAAGCCGTATCAGATGTTTGGTCTCTCTCAARGACATCCATGACTTTC
CAACCCAAGAAAGCAAGTCTTCAGCCTCTCACCATATCCTTGGATGAATTGTTCTCATCTAGAGGAGAATTC
ATCTCTGTCGGAGGTAACGGACGAATGTCTCATAAAGAGGCCATCCTGCTCGGTCTGAGGTACAAAAAGTTG
TACAATCAGGCGAGAGTCAAATATTCTCTGTAGACTATGAAAAAAAGTAACAGATATCACARTCTAAGTGTT
ATCCCAATCCATTCATCATGAGTTCCTTAAAGAAGATTCTCGGTCTGRAAGGGGARAGGTAAGAAATCTARGA
AATTAGGGATCGCACCACCCCCTTATGAAGAGGACACTAACATGGAGTATGCTCCGAGCGCTCCAATTGACA
AATCCTATTTTGGAGTTGACGAGAGGGACACTCATGATCCGCATCAATTAAGATATGAGAAATTCTTCTTTA
CAGTGAARATGACGGTTAGATCTAATCGTCCGTTCAGAACATACTCAGATGTGGCAGCCGCTGTATCCCATT

FIGURA 11

43



ES 2319424 T3

GGGATCACATGTACATCGGAATGGCAGGGARACGTCCCTTCTACAAGATCTTGGCTTTTTTGGGTTCTTCTA
ATCTAARAGGCCACTCCAGCGGTATTGGCAGATCAAGGTCARCCAGAGTATCACGCTCACTGTGARGGCAGGS
CTTATTTGCCACACAGAATGGGGAAGACCCCTCCCATGCTCAATGTACCAGAGCACTTCAGAAGACCATTCA
ATATAGGTCTTTACAAGGGAACGGTTGAGCTCACAATGACCATCTACGATGATGAGTCACTGGAAGCAGCTC
CTATCATCTGGGATCATTTCAATTCTTCCAAATTTTCTGATTTCAGAGAGAAGGCCTTAATCTTTGCECCTGA
TTCTCGAGAAARAGGCATCTGGAGCTTGEGGTCCTGGATTCTGTCAGCCACTTCAAATGAGCTAGTCTAGCTT
CCAGCTTCTGAACAATCCCCGGTTTACTCAGTCTCTCCTAATTCCAGCCTTTCGAACAACTAATATCCTGTC
TTTTCTATCCCTATGAAAAAAACTAACAGAGATCGATCTGTTTCCTTGACACCATGAAGTGCCTTTTGTACT
TAGCTTTTTTATTCATCGGGGTGAATTGCAAGTTCACCATAGTTTTTCCATACAACCGARAAGGARACTGGA
AAAATGTTCCTTCCAATTACCATTATTGCCCGTCAAGCTCAGATTTARATTGGCATARTGACTTARTAGGCA
CAGCCTTACAAGTCAAAATGCCCAAGAGTCACAAGGCTATTCAAGCAGACGGTTGGATGTGTCATGCTTCCA
AATGGGTCACTACTTGTGATTTCCGCTGGTACGGACCGAAGTATATAACACATTCCATCCGATCCTTCACTC
CATCTGTAGAACRATGCAAGGAAAGCATTGAACAAACGAAACAAGGAACTTGGCTGAATCCAGGCTTCCCTC
CTCAAAGTTGTGGATATGCAACTGTGACGGATGCTGARGCAGCGATTGTCCAGGTGACTCCTCACCATGTGC
TTGTTGATGAATACACAGGAGAATGGGTTGATTCACAGTTCATCAACGGARAAATGCAGCAATGACATATGCC
CCACTGTCCATAACTCCACAACCTGGCATTCCGACTATAAGGTCAAAGGGCTATGTGATTCTAACCTCATTT
CCATGGACATCACCTTCTTCTCAGAGGACGGAGAGCTATCATCCCTAGGAAAGGAGGGCACAGGGTTCAGAA
GTAACTACTTTGCTTATGAAACTGGAGACAAGGCCTGCAAAATGCAGTACTGCAAGCATTGGGGAGTCAGAC
TCCCATCAGGTGTCTGGTTCGAGATGGCTGATAAGGATCTCTTTGCTGCAGCCAGATTCCCTGAATGCCCAG
AAGGGTCAAGTATCTCTGCTCCATCTCAGACCTCAGTGCGATGTAAGTCTCATTCAGGACGTTGAGAGGATCT
TGGATTATTCCCTCTGCCAAGARACCTGGAGCAARATCAGAGCGGGTCTTCCCATCTCTCCAGTGGATCTCA
GCTATCTTGCTCCTARAAACCCAGGARCCGGTCCTGTCTTTACCATAATCAATGGTACCCTARAATACTTTG
AGACCAGATACATCAGAGTCGATATTGCTGCTCCAATCCTCTCAAGAATGGTCGGAATGATCAGTGGAACTA
CCACAGAAAGGGAACTGTGGGATGACTGGGCTCCATATGAAGACGTGCGAAATTGGACCCAATGGAGTTCTGA
GGACCAGTTCAGGATATAAGTTTCCTTTATATATGATTGGACATGGTATGTTGGACTCCGATCTTCATCTTA
GCTCARAGGCTCAGGTGTTTGAACATCCTCACATTCARGACGCTGCTTCGCAGCTTCCTGATGATGAGACTT
TATTTTTTGGTGATACTGGGCTATCCAAARATCCAATCGAGTTTGTAGRAAGGTTGGTTCAGTAGTTGGAAGA

GCTCTATTGCCTCTTTTTTCT TTATCATAGGGTTAATCATTGGACTATTCTTGGTTCTCCGAGTTGGTATTT
ATCTTTGCATTAAATTARAGCACACCAAGAARAGACAGATTTATACAGACATAGAGATGAACCGACTTGGGA
AGTAACTCAAATCCTGCACAACAGATTCTTCATGTTTGRACCARATCAACTTIGTGATATCATGCTCAAAGAG
GCCTTAATTATATTTTAATT TTTAATTTTTATGAAARAAACTAACAGCAATCATGGAAGTCCACGATTTTGA
GACCGACGAGTTCAATGATTTCAATGAAGATGACTATGCCACAAGAGARTTCCTGAATCCCGATGAGCGCAT
GACGTACTTGAATCATGCTGATTACAATTTGAATTCTCCTCTAATTAGTGATGATATTGACAATTTGATCAG
GARATTCAATTCTCTTCCGATTCCCTCGATGTGGGATAGTAAGAACTGGGATGGAGTTCTTGAGATGTTAAC
ATCATGTCAAGCCAATCCCATCTCAACATCTCAGATGCATAAATGGATGGGRAGTTGGTTAATGTCTGATAA
TCATGATGCCAGTCAAGGGTATAGTTTTTTACATGAAGTGGACAAAGAGGCAGAAATARCATTTGACGTGGT
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GGAGACCTTCATCCGCGGCTGGGGCAACARACCAATTGAATACATCAAAAAGGAAAGATGGACTGACTCATT
CAAAATTCTCGCTTATTTGTGTCAAAAGTTTTTGGACTTACACAAGT TGACATTAATCTTAAATGCTGTCTC
TGAGGTGGAATTGCTCAACTTGGCGAGGACTTTCAAAGGCAAAGTCAGAAGAAGTTCTCATGGAACGAACAT
ATGCAGGCTTAGGGTTCCCAGCT TGGGTCCTACTTTTATTTCAGAAGGATGGGCTTACTTCAAGAAACTTGA
TATTCTAATGGACCGAAACTTTCTGTTAATGGTCARAGATCTGATTATACGGAGCGATGCARACGGTGCTATC
CATGGTATGTAGAATAGACAACCTGTTCTCAGAGCAAGACATCTTCTCCCTTCTAAATATCTACAGAATTGG
AGATAARATIGTGGAGAGGCAGGGAAATTTTTCTTATGACTTGATTARAATGGTGGAACCGATATGCAACTT
GAGGCTGATGAAATTAGCAAGAGAATCAAGGCCTTTAGTCCCACAATTCCCTCATTTTGAARATCATATCAA
GACTTCTGTTGATGAAGGGGCAARAATTCGACCGAGGTATAAGATTCCTCCATGATCAGATAATGAGTGTGAR
AACAGTGGATCTCACACTGGTGATTTATGGATCGTTCAGACATTGGGETCATCCTTTTATAGATTATTACGC
TGGACTAGAAAAATTACATTCCCAAGTAACCATGAAGAAAGATATTGATGTGTCATATGCAARAGCACTTGC
AAGTGATTTAGCTCGGATTGTTCTATTTCAACAGTTCAATGATCATARAAAGTGCTTCGTGAATGGAGACTT
GCTCCCTCATGATCATCCCTTTAAAAGTCATGTTAAAGAARATACATGGCCCACAGCTGCTCAAGTTCAAGA
TTTTGGAGATAAATGGCATGAACTTCCGCTGATTAAATGTTTTGARATACCCGACTTACTAGACCCATCGAT
ARTATACTCTGACARAAGTCATTCAATGAATAGGTCAGAGGTGTTGAAACATGTCCGAATGAATCCGAACALC
TCCTATCCCTAGTAAAAAGGTGTTGCAGACTATGTTGGACACAAAGGCTACCAATTGGAAAGAATTTCTTAA
AGAGATTGATGAGAAGGGCTTAGATGATGATGATCTAATTATTGGL CTTARAGGAAAGGAGAGGGAACTGAA
GTTGGCAGGTAGATTTTTCTCCCTAATGTCTTGGARATTGCGAGAATACTTTGTAATTACCGRATATTTGAT
AAAGACTCATTTCGTCCCTATGTTTAAAGGCCTGACAATGGCGGACCGATCTAACTGCAGTCATTAAAAAGAT
GTtAGATTCCTCATCCGGCCAAGGATTGAAGTCATATGAGGCAATTTGCATAGCCAATCACATTGATTACGA
ARRATGGAATAACCACCAAAGGAAGTTATCAAACGGCCCAGTGTTCCGAGTTATGGGCCAGTTCTTAGGTTA
TCCATCCTTAATCGAGAGAACTCATGAATTTTTTGAGAAAAGTCTTATATACTACAATGGAAGACCAGACTT
GATGCGTGTTCACAACAACACACTGATCAATTCAACCTCCCAACGAGTTTCTTGGCAAGGACARGAGGGTEG
ACTGGAAGGTCTACGGCAAAAAGGATGGAGTATCCTCAATCTACTGGTTATTCARAGAGAGGCTARAATCAG
AARCACTGCTGTCARAGTCTTGGCACAAGGTGATAATCAAGTTATTTGCACACAGTATARAACGAAGARAATC
GAGAAACGTTGTAGAATTACAGGGTGCTCTCAATCAAATGGTTTCTAATAATGAGAAAATTATGACTGCAAT
CAAARATAGGGACAGGGAAGTTAGGACTTTTGATARATGACGATGAGACTATGCAATCTGCAGATTACTTGAA
TTATGGAAAAATACCGATTTTCCGTGGAGTGATTAGAGGGTTAGAGACCAAGAGATGGTCACGAGTGACTTG
TGTCACCAATGACCAAATACCCACTTGTGCTAATATAATGAGCTCAGTTTCCACAAATGCTCTCACCGTAGC
TCATTTTGCTGAGAACCCAATCAATGCCATGATACAGTACAATTATTTTGGGACATTTGCTAGACTCTTGTT
GATGATGCATGATCCTGCTCTTCGTCAATCATTGTATGARGTTCAAGATAAGATACCCGGCTTGCACAGTTC
TACTTTCARATACGCCATGTTGTATTTGGACCCTTCCATTGGAGGAGTGTCGGGCATGTCTTTGTCCAGGTT
TTTGATTAGAGCCTTCCCAGATCCCGTAACAGAAAGTCTCTCATTCTGGAGATTCATCCATGTaCATGCTCG
AAGTGAGCATCTGAAGGAGATGAGTGCAGTATTTGGARACCCCGAGATAGCCAAGTTTCGAATAACTCACAT
AGACAAGCTAGTAGARAGATCCAACCTCTCTGAACATCGCTATGGGAATGAGTCCAGCGAACTTGTTAAAGAC
TGAGGTTAAAAAATGCTTAATCGAATCAAGACAAACCATCAGGAACCAGGTGATTRAAGGATGCAACCATATA
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TTTGTATCATGAAGAGGATCGGCTCAGAAGTTTCTTATGGTCAATARATCCTCTGTTCCCTRAGATTTTTAAG
TGAATTCAAATCAGGCACTTTTTTGGGAGTCGCAGACGGGCTCATCAGTCTATTTCAAAATTCTCGTACTAT
TCGGAACTCCTTTAAGAAARAGTATCATAGGGAATTGGATGATT TGATTGTGAGGAGTGAGGTATCCTCTTT
GACACATTTAGGGARACTTCATTTGAGAAGGGGATCATGTAAARTGTGGACATGTTCAGCTACTCATGCTGA
CACATTAACATACAAATCCTGGGGCCGTACACTTATTGCGACAACTGTACCCCATCCATTACGARATCTTGGG
TCCACAACATCGAADAGAGACTCCTTGTGCACCATGTAACACATCAGGGTTCAATTATGTTTCTGTGCATTG
TCCAGACGGGATCCATGACGTCTTTAGTTCACGGGGACCATTGCCTGCTTATCTAGGGTCTARAACATCTGA
ATCTACATCTATTTTGCAGCCTTGGGAAAGGGAAAGCAAAGTCCCACTGATTAARAGAGCTACACGTCTTAG
AGATGCTATCTCTTGGTTTGTTGAACCCGACTCTAAACTAGCAATGACTATACTTTCTAACATCCACTCTTT
AACAGGCGAAGAATGGACCAAAAGGCAGCATGCGTTCAAAACGAACAGGGTCTGCCCTTCATAGGTTTTCGAC
ATCTCGGATGAGCCATGGTGGGTTCGCATCTCAGAGCACTGCAGCATTGACCAGGTTGATGGCAACTACAGA
CACCATGAGGGATCTGGGAGATCAGRAaTTTCGACTTTTTATTCCAGGCAACGTTGCTCTATGCTCAGATTAC
CACCACTGTTGCAAGAGACGGATGGATCACCAGTTGTACAGATCATTATCATATTGCCTGTARGTCCTGTTT
GAGACCCATAGAAGAGATCACCCTGGACTCAAGTATGGACTACACGCCCCCAGATGTATCCCATGTGCTGAA
GACATGGAGGAATGGGGAAGGTTCGTGGGGACAAGAGATARAACAGATCTATCCTTTAGAAGGGAATTGGAA
GAATTTAGCACCTGCTGAGCAATCCTATCAAGTCGGCAGATGTATAGGTTTTCTATATGGAGACTTGGCGTA
TAGAARATCTACTCATGCCGAGGACAGTTCTCTATTTCCTCTATCTATACARGGTCGTATTAGAGGTCGAGG
TTTCTTAABAGGGTTGCTAGACGGATTAATGAGAGCAAGTTGCTGCCAAGTRAATACACCGGAGAAGTCTGGC
TCATTTGAAGAGGCCGGCCARCGCAGTGTACGGAGGTTTGATTTACTTGATTGATAAATTGAGTGTATCACC
TCCATTCCTTTCTCTTACTAGATCAGGACCTATTAGAGACGAATTAGAAACGATTCCCCACARGATCCCAAC
CTCCTATCCGACAAGCAACCGTGATATGGGGGTGATTGTCAGAAATTACTTCAAATACCAATGCCGTCTAAT
TGAAAAGGGAAAATACAGATCACATTATTCACAATTATGGTTATTCTCAGATGTCTTATCCATAGACTTCAT
TGGACCATTCTCTATTTCCACCACCCTCTTGCAAATCCTATACAAGCCATTTTTATCTGGGAAAGATAAGAA
TGAGTTGAGAGAGCTGGCAAATCTTTCTTCATTGCTAAGATCAGGAGAGGGCTGGGAAGACATACATGTAAA
ATTCTTCACCAAGGACATATTATTGTGTCCAGAGGARATCAGACATGCTTGCAAGTTCGGGATTGCTAAGGA
TAATAATAAAGACATGAGCTATCCCCCTTGGGGAAGGGAATCCAGAGGGACAATTACAACAATCCCTGTTTA
TTATACGACCACCCCTTACCCAAAGATGCTAGRGATGCCTCCAAGAATCCARAATCCCCTGCTGTCCGGAAT
CAGGTTGGGCCAGTTACCAACTGGCGCTCATTATAAAATTCGGAGTATATTACATGGAATGGGAATCCATTA
CAGGGACTTCTTGAGTTGTGGAGACGGCTCCGGAGGGATGACTGCTGCATTACTACGAGAAAATGTGCATAG
CAGAGGAATATTCAATAGTCTGTTAGAATTATCAGGGTCAGTCATGCGAGGCGCCTCTCCTGRAGCCCCCCAG
TGCCCTAGAAACTTTAGGAGGAGATAAATCGAGATGTGTAAATGGTGAAACATGTTGGGAATATCCATCTGA
CTTATGTGACCCAAGGACTTGGGACTATTTCCTCCGACTCAAAGCAGGCTTGGGGCTTCAAATTGATTTAAT
TGTAATGGATATGGAAGTTCGGGATTCTTCTACTAGCCTGRAAATTGAGACGAATGTTAGAAATTATGTGCA
CCGGATTTTGGATGAGCAAGGAGTTTTAATCTACAAGACTTATGGAACATATATTTGTGAGAGCGAAANGAA
TGCAGTAACAATCCTTGGTCCCATGTTCAAGACGGTCGACTTAGTTCAAACAGAATTTAGTAGTTCTCAAAC
GTCTGAAGTATATATGGTATGTABAGGTTTGAAGAAATTAATCGATGAACCCAATCCCGATTGGTCTTCCAT
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CAATGAATCCTGGAAAAACCTGTACGCATTCCAGTCATCAGRACAGGAATTTGCCAGAGCAAAGAAGGTTAG
TACATACTTTACCTTGACAGGTATTCCCTCCCAATTCATTCCTGATCCTTTTGTAAACATTGAGACTATGCT
ACARATATTCGGAGTACCCACGGGTGTGTCTCATGCGGCTGCCTTARAATCATCTGATAGACCTGCAGATTT
ATTGACCATTAGCCTTTTTTATATGGCGATTATATCGTATTATAACATCAATCATATCAGAGTAGGACCGAT
ACCTCCGAACCCCCCATCAGATCGAATTCGCACARAATGTGCEGGATCGCTATAACTGETATAAGCTTTTCGCT
GAGTTTGATGGAGAAAGACATTCCACTATATCAACAGTGTTTAGCAGTTATCCAGCAATCATTCCCGATTAG
GTGGGAGGCTGTTTCAGTAAAAGGAGGATACARGCAGAAGTGGAGTACTAGAGGTGATGCGCTCCCARMAAGA
TACCCGAATTTCAGACTCCTTGGCCCCAATCGGGAACTGGATCAGATCTCTGGAATTGETCCGARAACCAAGT
TCETCTGAATCCATTCAATGAGATCTTGTTCAATCAGCTATGTCGTACAGTGGATAATCATTTGAAATGGTC
AAATTTGCGAAAAAACACAGGAATGATTGAATGGATCAATAGACCAATTTCAAAAGRAGACCGGTCTATACT
GATGTTGAAGAGTGACCTACATGAGGAARACTCTTGGAGAGATTAAARARATCATGAGGAGACTCCAAACTTT
ARGTATGAAAAAAACTTTGATCCTTAAGACCCTCTTGTGGTTTTTATTT TTTATCTGGTT T TGTGETCTTCG
T
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Secuencia de acidos nucleicos del gen de la proteina M para el mutante de VSV AV1
ATGAGTTCCTTAAAGAAGATTCTCGGTCTGAAGGGGAAAGGTAAGAAATCTAAGAAATTAGGGATCGCACCA
CCCCCTTATGARGAGGACACTARCATGGAGTATGCTCCGAGCGCTCCAATTGACAAATCCTATTTTGGAGTT
GACGAGATGGACACTCATGATCCGCATCAATTAAGATATGAGAAATTCTTCTTTACAGTGAARATGACGGTT
AGATCTAATCGTCCGTTCAGAACATACTCAGATGTGGCAGCCGCTGTATCCCATTGGGATCACATGTACATC
GGAATGGCAGGGAAACGTCCCTTCTACAAGATCTTGGCT TTTTTGGGTTCTTCTAATCTARAGGCCACTCCA
GCGGTATTGGCAGATCAAGGTCAACCAGAGTATCACGCTCACTGTGAAGGCAGGGCTTATTTGCCACACAGA
ATGGGGAAGACCCCTCCCATGCTCAATGTACCAGAGCACTTCAGAAGACCATTCAATATAGGTCTTTACAAG
‘GGARCGGTTGAGCTCACRATGACCATCTACGATGATGAGTCACTGGAAGCAGCTCCTATGATCTGGGATCAT
TTCAATTCTTCCAAATTTTCTGATT TCAGAGAGARGGCCTTAATGTTTGGCCTGATTGTCGAGAAAAAGGCA
TCTGGAGCTTGGTTCCTGGATTCTGTCAGACACTTCAAATGA
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Secuencia de aminoacidos para la proteina M del mutante de VSV AV1

MSSLKKILGLKGKGKKSKKLGIAPPPYEEDTNMEYAPSAPIDKS YFGVDERDTHDPHQLRYEKFFFTVKMTV
RSNRPFRTYSDVAAAVSHWDHMY IGMAGKRPFYKILAFLGSSNLKATPAVLADQGQPEYHAHCEGRAYLPHR
MGKTPPMLNVPEHFRRPFNIGLYKGTVELTMTIYDDESLEAAPMIWDHFNS SKFSDFREKALMFGL I VEKKA

SGAWVLDSVSHFK.
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Secuencia del genoma para el mutante de VSV AV2

ACGAAGACAAACAAACCATTATTATCATTAAAAGGCTCAGGAGAAACTTTAACAGTAATCAAAATGTCTGTT
ACAGTCAAGAGAATCATTGACAACACAGTCATAGTTCCAAAACTTCCTGCARATGAGGATCCAGTGGAATAC
CCGGCAGATTACTTCAGAAAATCAAAGGAGATTCCTCTTTACATCAATACTACARAAAGTTTGTCAGATCTA
AGAGGATATGTCTACCAAGGCCTCAAATCCGGAARATGTATCAATCATACATGTCAACAGCTACTTGTATGGA
GCATTGAAGGACATCCGGGGTAAGTTGGATAAAGATTGGTCAAGTTTCGGAATARACATCGGGARGGCAGGG
GATACAATCGGRATATTTGACCTTGTATCCTTGAAAGCCCTGGACGGTGTACTTCCAGATGGAGTATCGGAT
GCTTCCAGAACCAGCGCAGATGACAAATGGTTGCCTTTGTATCTACTTGGCTTATACAGAGTGGGCAGAACA
CAAATGCCTGAATACAGAARRAAGGCTCATGGATGGGCTGACAAATCARTGCARAATGATCAATGAACAGTTT
GAACCTCTTGTGCCAGAAGGTCGTGACATTTTTGATGTGTGGGGARATGACAGTAATTACACAAAAATTGTC
GCTGCAGTGGACATGTTCTTCCACATGTTCAAAAAACATGAATGTGCCTCGTTCAGATACGGAACTATTGTT
TCCAGATTCAAAGATTGTGCTGCATTGGCAACATTTGGACACCTCTGCARAATAACCGGAATGTCTACAGAA
GATGTAACGACCTGGATCTTGAACCGAGAAGT TGCAGATGAGATGGTCCAAATGATGCTTCCAGGCCAAGAA
ATTGACAAGGCCGATTCATACATGCCTTATTTGATCGACTTTGGATTGTCTTCTAAGTCTCCATATTCTTCC
GTCAAAAACCCTGCCTTCCACTTCTGGGGGCAATTGACAGCTCTTCTGCTCAGATCCACCAGAGCAAGGAAT
GCCCGRCAGCCTGATGACATTGAGTATACATCTCTTACTACAGCAGGTTTGTTGTACGCTTATGCAGTAGGA
TCCTCTGCTGACTTGGCACAACAGTTTTGTGTTGGAGATAGCAAATACACTCCAGATGATAGTACCGGAGGA
TTGACGACTAATGCACCGCCACAAGGCAGAGATGTGGTCGAATGGCTCGGATGGTTTGAAGATCARAACAGA
ARACCGACTCCTGATATGATGCAGTATGCGAAACGAGCAGTCATGTCACTGCARGGCCTAAGAGAGAAGACA
ATTGGCAAGTATGCTAAGTCAGAATTTGACAAATGACCCTATAATTCTCAGATCACCTATTATATATTATGC
TACATATGAAARAAACTAACAGATATCATGGATAATCTCACAAAAGTTCGTGAGTATCTCAAGTCCTATTCT
CGTCTAGATCAGGCGGTAGGAGAGATAGATGAGATCGAAGCACAACGAGCTGAAAAGTCCAATTATGAGTTG
TTCCAAGAGGACGGAGTGGAAGAGCATACTAGGCCCTCTTATT TTCAGGCAGCAGATGATTCTGACACAGAA
TCTGAACCAGAAATTGAAGACAATCAAGGCTTGTATGTACCAGATCCGGAAGCTGAGCAAGTTGARGGCTTT
ATACAGGGGCCTTTAGATGACTATGCGGATGAGGACGTGGATGTTGTATTCACTTCGGACTGGARACAGCCT
GAGCTTGAATCCGACGAGCATGGAAAGACCTTACGGTTGACATTGCCAGAGGGTTTAAGTGGAGAGCAGARA
TCCCAGTGGCTTTTGACGAT TAAAGCAGTCGTTCAAAGTGCCARACACTGGAATCTGGCAGAGTGCACATTT
GAAGCATCGGGAGAAGGGGTCATCATARAAAAGCGCCAGATAACTCCGGATGTATATAAGGTCACTCCAGTG
ATGAACACACATCCGTCCCAATCGGAAGCCGTATCAGATGTTTGGTCTCTCTCAAAGACATCCATGACTTTC
CAACCCAAGAAAGCAAGTCTTCAGCCTCTCACCATATCCTTGGATGAATTGTTCTCATC TAGAGGAGAATTC
ATCTCTGTCGGAGGTAACGGACGAATGTCTCATAAAGAGGCCATCCTGCTCGGTCTGAGGTACAAARAGTTG
TACAATCAGGCGAGAGTCAAATATTCTCTGTAGACTATGAAAAAAAGTAACAGATATCACAATCTAAGTGTT
ATCCCAATCCATTCATCATGAGTTCCTTAAAGAAGATTCTCGGTCTGAAGGGGAAAGGTAAGAAATCTAAGA
AATTAGGGATCGCACCACCCCCTTATGARGAGGACACTAACATGGAGTATGCTCCGAGCGCTCCAATTGACA
AATCCTATTTTGGAGTTGACGAGATGGACACTCATGATCCGCATCAATTAAGATATGAGAARTTCTTCTTTA
CAGTGAARATGACGGTTAGATCTAATCGTCCGTTCAGAACATACTCAGATGTGGCAGCCGCTGTATCCCATT
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GGGATCACATGTACATCGGAATGGCAGGGAAACGTCCCTTCTACAAGATCTTGGCTTTTTTGGGTTCTTCTA
ATCTARAGGCCACTCCAGCGGTATTGGCAGATCAAGGTCAACCAGAGTATCACGCTCACTGTGARGGCAGGS
CTTATTTGCCACACAGAATGGGGAAGACCCCTCCCATGCTCAATGTACCAGAGCACTTCAGAAGACCATTCA
ATATAGGTCTTTACAAGGGAACGGTTGAGCTCACAATGACCATCTACGATGATGAGTCACTGCGARGCAGCTC
CTATGATCTGGGATCATTTCAATTCTTCCARATTTTCTGATTTCAGAGAGARGECCTTAATGTTTGGCCTGA
TTGTCGAGAAAAAGGCATCTGGAGCTTGGTTCCTCGATTCTGTCAGACACTTCARATGAGCTAGTCTAGCTT
CCAGCTTCTGAACAATCCCCGGTTTACTCAGTCTCTCCTAATTCCAGCCTTTCGAACAACTAATATCCTGTC
TTTTCTATCCCTATGAAAAARACTAACAGAGATCGATCTGTTTCCTTGACACCATGAAGTGCCTTTTGTACT
TAGCTTTTTTATTCATCGGGGTGAATTGCAAGTTCACCATAGTTTTTCCATACARCCAAAANGGAAACTGGA
AAAATGTTCCTTCCAATTACCATTATTGCCCGTCARGCTCAGATTTARAATTGGCATAATGACTTAATAGGCA
CAGCCTTACAAGTCARAATGCCCAAGAGTCACAAGGCTATTCAAGCAGACGGTTGGATGTGTCATGCTTCCA
AATGGGTCACTACTTGTGATTTCCGCTGGTACGGACCGAAGTATATAACACATTCCATCCGATCCTTCACTC
CATCTGTAGAACAATGCAAGGAAAGCATTGAACAAACGARACAAGGAACTTGGCTGAATCCAGGCTTCCCTC
CTCARAGTTGTGGATATGCAACTGTGACGGATGCTGARGCAGCGATTGTCCAGGTGACTCCTCACCATGTGC
TTGETTGATGAATACACAGGAGAATGGGTTGATTCACAGTTCATCAACGGAARATGCAGCAATGACATATGCC
CCACTGTCCATAACTCCACAACCTGGCATTCCGACTATAAGGTCAARGGGCTATGTGATTCTAACCTCATTT
CCATGGACATCACCTTCTTCTCAGAGGACGGAGAGCTATCATCCCTAGGAAAGGAGGGCACAGGGTTCAGAA
GTAACTACTTTGCTTATGAAACTGGAGACAAGGCCTGCAAAATGCAGTACTGCAAGCGTTGGGGAGTCAGAC
TCCCATCAGGTGTATGGTTCGAGATGGCTGATAAGGATCTCTTTGCTGCAGCCAGATTCCCTGAATGCCCAG
AAGGGTCAAGTATCTCTGCTCCATCTCAGACCTCAGTGGATGTAAGTCTCATTCAGGACGTTGAGAGGATCT
TGGATTATTCCCTCTGCCAAGAAACCTGGAGCARARATCAGAGCGGGTCTTCCCATCTCTCCAGTGGATCTCA
GCTATCTTGCTCCTAAAAACCCAGGAACCGGETCCTGTCTTTACCATAATCAATGGTACCCTAARATACTTTG
AGACCAGATACATCAGAGTCGATATTGCTGCTCCAATCCTCTCARAGARTGGTCGGAATGATCAGTGGAACTA
CCACAGAAAGGGAACTGTGGGATGACTGGGCTCCATATGAAGACGTGGAAATTGGACCCAATGGAGTTCTGA
GGACCAGTTCAGGATATAAGTTTCCTTTATATATGATTGGACATGGTATGTTGGACTCCGATCTTCATCTTA
GCTCAAAGGCTCAGGTGTTTGAACATCCTCACATTCAAGACGCTGCTGCGCAGCTTCCTGATGATGAGACTT
TATTTTTTGGTGATACTGGGCTATCCAAAAATCCAATCGAGTTTGTAGAAGGTTGGTTCAGTAGTTGGAAGA
GCTCTATTGCCTCTTTTTTCTTTATCATAGGGTTAATCATTGGACTATTCTTGGTTCTCCGAGTTGGTATTT
ATCTTTGCATTAAATTAAAGCACACCAAGARAAGACAGATTTATACAGACATAGAGATGAACCGACTTGGGA
AGTAACTCAAATCCTGCACAACAGATTCTTCATGTTTGAACCAAATCAACTTGTGATATCATGCTCARAGAG
GCCTTAATTATATTTTAATTTTTAATTTTTATGAARARARACTAACAGCAATCATGGAAGTCCACGATTTTGA
GACCGACGAGTTCAATGATTTCAATGAAGATGACTATGCCACAAGAGAATTCCTGAATCCCGATGAGCGCAT
GACGTACTTGAATCATGCTGATTACAATTTGAATTCTCCTCTAATTAGTGATGATATTGACAATTTGATCAG
GAAATTCAATTCTCTTCCGATTCCCTCGATGTGGGATAGTAAGAACTGGGATGCGAGTTCTTGAGATGTTAARC
ATCATCTCAAGCCAATCCCATCTCARCATCTCAGATGCATARATGGATGGGAARGTTGGTTAATGTCTGATAA
TCATGATGCCAGTCAAGGGTATAGTTTTTTACATGAAGTGGACAARGAGGCAGAARATAACATTTGACGTCGT
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GGAGACCTTCATCCGCGGCTGGGGCAACAAACCAATTGAATACATCAAAAAGGAAAGATGGACTGACTCATT
CAAAATTCTCGCTTATTTGTGTCAARAGTTTTTGGACTTACACARGTTGACATTAATCTTARATGCTGTCTC
TGAGGTGGAATTGCTCAACTTGGCGAGGACTTTCAAAGGCAAAGTCAGAAGAAGTTCTCATGGAACGAACAT
ATGCAGGCTTAGCGTTCCCAGCTTGCGTCCTACTTTTAT TTCAGARGGATGGGCTTACTTCARGARACTTGA
TATTCTAATGGACCGAAACTTTCTGTTAATGEGTCARAGATCTGATTATAGCGACCATGCAAACGGTGCTATC
CATGGTATGTAGAATAGACAACCTGTTCTCAGAGCAAGACATCTTCTCCCTTCTARATATCTACAGAATTGG
AGATAAAATTGTGGAGAGGCAGGGAAATTTTTCTTATGACTTGATTAAAATGGTGGAACCGATATGCAACTT
GAAGCTGATGAAATTAGCAAGAGAATCARGGCCTTTAGTCCCACARTTCCCTCATTTTGAARATCATATCAA
GACTTCTGTTGATGAAGGGGCAAANATTGACCGAGGTATAAGATTCCTCCATGATCAGATAATGAGTGTGAA
AACAGTGGATCTCACACTGGTGATTTATGGATCGTTCAGACATTGGGGTCATCCTTTTATAGATTATTACGC
TGGACTAGARAAATTACATTCCCARAGTAACCATGAAGAAAGATATTGATGTGTCATATGCARAAGCACTTGC
AAGTGATTTAGCTCGGATTGTTCTATTTCAACAGTTCAATGATCATARAAAGTGGTTCGTGAATGGAGACTT
GCTCCCTCATGATCATCCCTTTAAAAGTCATGTTAAAGAARATACATGGCCCACAGCTGCTCAAGTTCAAGA
TTTTGGAGATARATGGCATGAACTTCCGCTGATTAAATGTTTTGARATACCCGACTTACTAGACCCATCGAT
AATATACTCTGACAAAAGTCATTCAATGAATAGGTCAGAGGTGTTCGAAACATGTCCGAATGAATCCGAACAC
TCCTATCCCTAGTAARAAGGTGTTGCAGACTATGTTGGACACAAAGGCTACCAATTGGAARGAATTTCTTAA
AGAGATTGATGAGAAGGGCTTAGATGATGATGATCTAATTATTGGTCTTARAGGAAAGGAGAGGGAACTGAA
GTTGGCAGGTAGATTTTTCTCCCTAATGTCTTGGAAATTGCGAGAATACTTTGTAATTACCGAATATTTGAT
AAAGACTCATTTCGTCCCTATGTTTAAAGGCCTGACAATGGCGGACGATCTAACTGCAGTCATTAAAAAGAT
GTTAGATTCCTCATCCGGCCAAGGATTGAAGTCATATGACGCAATTTGCATAGCCAATCACATTGATTACGA
AARATGGAATAACCACCAAAGGAAGTTATCARACGGCCCAGTGTTCCGAGTTATGGGCCAGTTCTTAGGTTA
TCCATCCTTAATCGAGAGAACTCATGAATTTTTTGAGAAAAGTCTTATATACTACAATGGAAGACCAGACTT
GATGCGTGTTCACAACAACACACTGATCAATTCAACCTCCCAACGAGTTTGTTGGCAAGGACAAGAGGGTGE
ACTGGAAGGTCTACGGCARAAAGGATGGAGTATCCTCAATCTACTGGTTATTCAAAGAGAGGCTAARATCAG
AAACACTGCTGTCARAGTCTTGGCACAAGGTGATAATCAAGTTATTTGCACACAGTATARAACGAAGAAATC
GAGAAACGTTGTAGAATTACAGGGTGCTCTCAATCARATGGTTTCTAATAATGAGARAATTATGACTGCAAT
CAARATAGGGACAGGGAAGTTAGGACTTTTGATAARATGACGATGAGACTATGCAATCTGCAGATTACTTGAA
TTATGGAAAARTACCGATTTTCCGTGGAGTGATTAGAGGGTTAGAGACCAAGAGATGGTCACGAGTGACTTG
TGTCACCAATGACCAAATACCCACTTGTGCTAATATAATGAGCTCAGTTTCCACARATGCTCTCACCGTAGC
TCATTTTGCTGAGAACCCAATCAATGCCATGATACAGTACAATTATTTTGGGACATTTGCTAGACTCTTGTT
GATGATGCATGATCCTGCTCTTCGTCAATCATTGTATGAAGTTCAAGATAAGATACCGGGCTTGCACAGTTC
TACTTTCAAATACGCCATGTTGTATTTGGACCCTTCCATTGGAGGAGCTCGTCGGGCATGTCTTTGTCCAGGTT
TTTGATTAGAGCCTTCCCAGATCCCGTAACAGAAAGTCTCTCATTCTGGAGATTCATCCATGTACATGCTCG
ARGTGAGCATCTGAAGGAGATGAGTGCAGTATTTGGAAACCCCGAGATAGCCAACTTTCGAATAACTCACAT
AGACAAGCTAGTAGAACGATCCAACCTCTCTGAACATCGCTATGGGAATGAGTCCAGCGAACTTGTTARAGAC
TGAGGTTAAAARATGCTTAATCGAATCAAGACAAACCATCAGGAACCAGGTGATTAAGGATGCAACCATATA
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TTTGTATCATGAAGAGGATCGGCTCAGAAGTTTCTTATGGTCAATARATCCTCTGTTCCCTAGATTTTTAAG
TGAATTCAAATCAGGCACTTTTTTGGGAGTCGCAGACGGGCTCATCAGTCTATTTCAAAATTCTCGTACTAT
TCGGAACTCCTTTAAGAAABAGTATCATAGGGAATTGGATGATTTGATTGTGAGGAGTGAGGTATCCTCTTT
GACACATTTAGGGAAACTTCATTTGAGAAGGGGATCATGTARAATGTGGACATGTTCAGCTACTCATGCTGA
CACATTAAGATACAAATCCTGECGCCGTACAGTTATTCGGGACAACTCTACCCCATCCATTAGAAATGTTGEG
TCCACAACATCGARRAGAGACTCCTTGTGCACCATGTAACACATCAGGGTTCAATTATGTTTCTGTGCATTG
TCCAGACGGGATCCATGACGTCTTTAGTTCACGGGGACCATTGCCTGCTTATCTAGGGTCTAAAACATCTGA
ATCTACATCTATTTTGCAGCCTTGGGAAAGGGAAAGCARAGTCCCACTGATTAAANGAGCTACACGTCTITAG
AGATGCTATCTCTTGGTTTGTTGAACCCGACTCTAAACTAGCAATGACTATACTTTCTAACATCCACTCTTT
AACAGGCGAAGAATGGaCCARAAGGCAGCATGGCTTCARAAGAACAGGGTCTGCCCTTCATAGGTTTTCGAC
ATCTCGGATGAGCCATGCTGGETTCCGCATCTCAGACCACTGCAGCATTGACCAGGTTGATGGCAaCTACAGA
CACCATGAGGGATCTGGGAGATCAGAATTTCGACTTTTTATTCCAGGCAACGTTGCTCTATGCTCAGRTTAC
CACCACTGTTGCAAGAGACGGATGGATCACCAGTTGTACAGATCATTATCATATTGCCTGTAAGTCCTGTTT
GAGACCCATAGAAGAGATCACCCTGGACTCAAGTATGGACTACACGCCCCCAGATGTATCCCATGTGCTGAA
GACATGGAGGAATGGGGAAGGTTCGTGGGGACAAGAGATAAAACAGATCTATCCTTTAGAAGGGAATTGGAA
GAATTTAGCACCTGCTGAGCAATCCTATCAAGTCGGCAGATGTATAGGTTTTCTATATGGAGACTTGGCGTA
TAGAAAATCTACTCATGCCGAGGACAGTTCTCTATTTCCTCTATCTATACAAGGTCGTATTAGAGGTCGAGG
TTTCTTAAAAGGGTTGCTAGACGGATTAATGAGAGCAAGTTGCTGCCAAGTAATACACCGGAGAAGTCTGGC
TCATTTGAAGAGGCCGGCCAACGCAGTGTACGGAGGTTTGATTTACTTGATTGATAAATTGAGTGLATCACC
TCCATTCCTTTCTCTTACTAGATCAGGACCTATTAGAGACGAATTAGARACGATTCCCCACAAGATCCCAAC
CTCCTATCCGACAAGCAACCGTGATATGGGGGTGATTGTCAGAAATTACTTCARATACCAATGCCGTCTAAT
TGAAAAGGGAAAATACAGATCACATTATTCACAATTATGGTTATTCTCAGATGTCTTATCCATAGACTTCAT
TGGACCATTCTCTATTTCCACCACCCTCTTGCAAATCCTATACAAGCCATTTTTATCTGGGARAGATAAGAR
TGAGTTGAGAGAGCTGGCARATCTTTCTTCAT TGCTAAGATCAGGAGAGGGGTGGGAAGACATACATGTRAAA
ATTCTTCACCAAGGACATATTATTGTGTCCAGAGGAAATCAGACATGCTTGCARGTTCGGGATTGCTAAGGA
TAATAATARAGACATGAGCTATCCCCCTTGGGGAAGGGAATCCAGAGGGACAATTACAACAATCCCTGTTTA
PTATACGACCACCCCTTACCCAAAGATGCTAGAGATGCCTCCAAGAATCCAARATCCCCTGCTGTCCGGAAT
CAGGTTGGGCCAGTTACCAACTGGCGCTCATTATAAAATTCGGAGTATATTACATGGAATGGGAATCCATTA
CAGGGACTTCTTGAGTTGTGGAGACGGCTCCGGAGGGATGACTGCTGCATTACTACGAGAARATGTGCATAG
CAGAGGAATATTCAATAGTCTGTTAGAATTATCAGGGTCAGTCATGCGAGGCGCCTCTCCTGAGCCCCCCAG
TGCCCTAGAAACTTTAGGAGGAGATAAATCGAGATGTGTAAATGGTGAAACATGT TGGGAATATCCATCTGA
CTTATGTGACCCAAGGACTTGGGACTATTTCCTCCGACTCARAGCAGGCTTGGGGCTTCARATTGATTITAAT
TGTAATCGATATGGAAGTTCGGGATTCTTCTACTAGCCTGRARAATTGAGACGAATGTTAGAAATTATGTGCA
CCGGATTTTGGATGAGCAAGGAGTTTTAATCTACAAGACTTATGGAACATATATTTGTGAGAGCGARAARGARA
TGCAGTAACRATCCTTGGTCCCATGTTCARGACGGTCGACTTAGTTCAAACAGAATTTAGTAGTTCTCAAAC
GTCTGAAGTATATATGGTATGTARAGGTTTGAAGAAATTAATCGATGAACCCAATCCCGATTGGTCTTCCAT
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CAATGAATCCTGGAAAAACCTGTACGCATTCCAGTCATCAGAACAGGAATTTGCCAGAGCAANGAAGGTTAG
TACATACTTTACCTTGACAGGTATTCCCTCCCAATTCATTCCTGATCCTTTTGTGAACATTGAGACTATGCT
ACAAATATTCGGAGTACCCACGGGTGTGTCTCATGCGGCTGCCTTAARATCATCTGATAGACCTGCAGATTT
ATTGACCATTAGCCTTTTTTATATGGCGATTATATCGTATTATAACATCAATCATATCAGAGTAGGACCGAT
ACCTCCGAACCCCCCATCAGATGGAATTGCACAAAATCTGGGGATCGCTATAACTGGTATAAGCTTTTGGCT
GAGTTTGATGGAGAAAGACATTCCACTATATCAACAGTGTTTAGCAGTTATCCAGCAATCATTCCCGATTAG
GTGCEGAGGCTGTTTCAGTARAAGGAGGATACAAGCAGAAGTGGAGTACTAGAGGTGATGGGCTCCCAARAGA
TACCCGRATTTCAGACTCCTTGGCCCCAATCGGGAACTGGATCAGATCTCTGGAATTGGTCCGARACCAAGT
TCGTCTGAATCCATTCAATGAGATCTTCTTCAATCAGCTATGTCGTACAGTGGATAATCATTTGARATGGTC
ABRATTTGCGARAAAACACAGGAATGATTGAATGGATCAATAGACGAATTTCAARAGAAGACCGGTCTATACT
GATGTTGAAGAGTGACCTACATGAGGAAAACTCTTGGAGAGATTAAAAAATCATGAGGAGACTCCAAACTTT
AAGTATGAAAARAACTTTGATCCTTAAGACCCTCTTGTGGTTTTTATTTTTTATCTGGTTTTGTGGTCTTCG
T
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Secuencia de acidos nucleicos del gen de la proteina M para el mutante de VSV AV2
ATGAGTTCCTTAAAGAAGATTCTCGGTCTGAAGGGGAAAGGTAAGAAATCTAAGAAATTAGGGATCGCACCA

CCCCCTTATGAAGAGGACACTAACATGGAGTATGCTCCGAGCGCTCCAATTGACARATCCTATTTTGGAGTT
GACGAGAGGGACACTCATGATCCGCATCAATTAAGATATGAGAAATTCTTCTTTACAGTGAAAATGACGGTT
AGATCTAATCGTCCGTTCAGAACATACTCAGATGTGGCAGCCGCTGTATCCCATTGGGATCACATGTACATC
GGAATGGCAGGGAAACGTCCCTTCTACAAGATCTTGGCTTTTTTGGGTTCTTCTAATCTAAAGGCCACTCCA
GCGGTATTGGCAGATCAAGGTCAACCAGAGTATCACGCTCACTGTGAAGGCAGGGCTTATTTGCCACACAGA
ATGGGGAARGACCCCTCCCATGCTCAATGTACCAGAGCACTTCAGAAGACCATTCAATATAGGTCTTTACAAG
GGAACGGTTGAGCTCACAATGACCATCTACGATGATGAGTCACTGGAAGCAGCTCCTATGATCTGGGATCAT
TTCAATTCTTCCAAATTTTCTGATTTCAGAGAGAAGGCCTTAATGTTTGGCCTGATTGTCGAGAARAAGGCA
TCTGCGAGCTTGGGTCCTGGATTCTGTCAGCCACTTCAAATGA

FIGURA 15
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Secuencia de aminoécidos para la proteina M del mutante de VSV AV2
MSSLKKILGLKGKGKKSKKLGIAPPPYEEDTNMEYAPSAPIDKSYFGVDEMDTHDPHQLRYEKFFFTVKMTV
RSNRPFRTYSDVARAVSHWDHMYIGMAGKRPFYKILAFLGSSNLKATPAVLADQGQPEYHAHCEGRAYLPHR

MGKTPPMLNVPEHFRRPFNIGLYKGTVELTMTIYDDESLEAAPMIWDHFNSSKFSDFREKALMFGLIVEKKA
SGAWFLDSVRHFK

FIGURA 16
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Ottawa Health Research Institute Wellstat Biologics Corporation
<120> Virus mutantes y sus usos
<130> 16666

<150> 60/457.591
<151> 27-03-2003

<160> 20
<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 11161
<212> ADN

<213> Virus de la estomatitis vesicular

<400> 1

acgaagacaa
aaaatgtctg
gcaaatgagg
ctttacatca
aaatcecggaa
ateccggggta
gatacaatcg
ggagtatcgg
ggcttataca
ctgacaaatc
gacatttttg
atgttcttee
tccagattca
atgtctacag
caaatgatgc
gactttggat
tgggggcaat
gatgacattg
tcectetgetg
agtaccggag

ggatggtttg

acaaaccatt
ttacagtcaa
atccagtgga
atactacaaa
atgtatcaat
agttggataa
gaatatttga
atgcttccag
gagtgggcag
aatgcaaaat
atgtgtgggg
acatgttcaa
aagattgtgce
aagatgtaac
ttccaggceca
tgtcttctaa
tgacagctct
agtatacatce
acttggcaca
gattgacgac

aagatcaaaa

attatcatta
gagaatcatt
atacceggea
aagtttgtca
catacatgte
agattggtca
ccttgtatce
aaccagcgca
aacacaaatg
gatcaatgaa
aaatgacagt
aaaacatgaa
tgcattggca
gacctggatce
agaaattgac
gtctccatat
tctgctcaga
tcttactaca
acagttttgt
taatgcaccg

cagaaaaccg

aaaggctcag
gacaacacag
gattacttca
gatctaagag
aacagctact
agtttecggaa
ttgaaagcec
gatgacaaat
cctgaataca
cagtttgaac
aattacacaa
tgtgectegt
acatttggac
ttgaaccgag
aaggccgatt
tcttecegtca
tctaccagag
gcaggtttgt
gttggagata
ccacaaggca

actcctgata

gagaaacttt
tcatagttce
gaaaatcaaa
gatatgtcta
tgtatggage
taaacatecgg
tggacggtgt
ggttgcettt
gaaaaaggct
ctcttgtgee
aaattgtcge
tcagatacgg
acctctgcaa
aagttgcaga
catacatgcce
aaaaccctge
caaggaatgc
tgtacgctta
gcaaatacac
gagatgtggt

tgatgcagta

aacagtaatc
aaaacttcct
ggagattect
ccaaggcctce
attgaaggac
gaaggcaggg
acttccagat
gtatctactt
catggatggg
agaaggtcgt
tgcagtggac
aactattgtt
aataaccgga
tgagatggtce
ttatttgatce
cttecactte
ccgacagcect
tgcagtagga
tccagatgat
cgaatggcetc

tgcgaaacga

60
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360
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gcagtcatgt
tttgacaaat
aaactaacag
cgtctagatc
aattatgagt
gcagcagatg
gtaccagatc
gcggatgagg
gacgagcatg
tcccagtégc
gagtgcacat
gatgtatata
gatgtttggt
cctectecacca
ggtaacggac
tacaatcagg
aatctaagtg
aggggaaagdg
ctaacatgga
gggacactca
cggttagatc
gggatcacat
tgggttctte
atcacgcteca
tgctcaatgt
ttgagctcac
atcatttcaa
ttgtcgagaa
ctagtctagce
ctttcgaaca
tctgtttect

attgcaagtt

cactgcaagg
gaccctataa
atatcatgga
aggcggtagg
tgttccaaga
attectgacac
cggaagctga
acgtggatgt
gaaagacctt
ttttgacgat
ttgaagcatc
aggtcactcce
ctctctcaaa
tatccttgga
gaatgtctca
cgagagtcaa
ttatcccaat
taagaaatct
gtatgcteccg
tgatccgecat
taatcgteceg
gtacatcgga
taatctaaag
ctgtgaaggc
accagagcac
aatgaccatce
ttcttccaaa
aaaggcatct
tteccagettce
actaatatcc
tgacaccatg

caccatagtt

ES 2319424 T3

cctaagagag
ttctecagatc
taatctcaca
agagatagat
ggacggagtyg
agaatctgaa
gcaagttgaa
tgtattcact
acggttgaca
taaagcagtc
gggagaaggyg
agtgatgaac
gacatccatg
tgaattgtte
taaagaggcc
atattctctg
ccattcatca
aagaaattag
agegctccaa
caattaagat
ttcagaacat
atggcaggga
gccactcecag
agggcttatt
ttcagaagac
tacgatgatg
ttttctgatt
ggagcttggg
tgaacaatcc
tgtcttttct
aagtgccttt

tttccataca

aagacaattg
acctattata
aaagttegtg
gagatcgaag
gaagagcata
ccagaaattg
ggctttatac
tcggactgga
ttgccagagg
gttcaaagtg
gtcatcataa
acacatccgt
actttccaac
tcatctagag
atcctgctcg
tagactatga
tgagttectt
ggatcgecacc
ttgacaaatec
atgagaaatt
actcagatgt
aacgtccctt
cggtattgge
tgccacacag
cattcaatat
agtcactgga
tcagagagaa
tectggattce
ccggtttact
atccctatga
tgtacttage

accgaaaagd

gcaagtatgc
tattatgcta
agtatctcaa
cacaacgagc
ctaggcccte
aagacaatca
aggggccttt
aacagcctga
gtttaagtgg
ccaaacactg
aaaagcgcca
cccaatcaga
ccaagaaage
gagaattcat
gtctgaggta
aaaaaagtaa
aaagaagatt
accceccttat
ctattttgga
cttetttaca
ggcagccgcet
ctacaagatc
agatcaaggt
aatggggaag
aggtctttac
agcagctect
ggccttaatg
tgtcagecac
cagtctcectcc
aaaaaactaa
ttttttattce

aaactggaaa

taagtcagaa
catatgaaaa
gtcctattcet
tgaaaagtcc
ttattttecag
aggcttgtat
agatgactat
gcttgaatcece
agagcagaaa
gaatctggca
gataactccg
agccgtatca
aagtcttcag
ctctgtegga
caaaaagttg
cagatatcac
cteggtcetga
gaagaggaca
gttgacgaga
gtgaaaatga
gtatcccatt
ttggcttttt
caaccagagt
accecctceca
aagggaacgg
atgatctggg
tttggecctga
ttcaaatgag
taattccage
cagagatcga
atcggggtga

aatgttcctt
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ccaattacca
cagccttaca
gtcatgettc
cacattccat
cgaaacaagg
tgacggatgce
acacaggaga
ccactgtcca
ctaacctcat
gaaaggaggy
gcaaaatgca
tggctgataa
tctetgetee
tggattattc
cagtggatct
tcaatggtac
tectctcaag
actgggctce
gatataagtt
gctcaaagge
atgatgagac
aaggttggtt
tcattggact
ccaagaaaag
cctgcacaac
gccttaatta
ccacgatttt
attcctgaat
tcectctaatt
ctcgatgtgg
caatcecatce

tecatgatgee

ttattgcceg
agtcaaaatg
caaatgggtc
ccgatccettce
aacttggctg
tgaagcagceg
atgggttgat
taactccaca
ttccatggac
cacagggttc
gtactgcaag
ggatctcttt
atctcagacc
cctctgecaa
cagctatctt
cctaaaatac
aatggtcgga
atatgaagac
tcctttatat
tcaggtgttt
tttattttct
cagtagttgg
attcttaggtt
acagatttat
agattcttca
tattttaatt
gagaccgacg
cccgatgagce
agtgatgata
gatagtaaga
tcaacatcte

agtcaagggt
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tcaagctcag
cccaagagtc
actacttgtg
actccatctg
aatccagget
attgtccagg
tcacagttca
acctggcatt
atcaccttct
agaagtaact
cattggggag
gctgcagcca
tcagtggatg
gaaacctgga
gctcctaaaa
tttgagacca
atgatcagtg
gtggaaattg
atgattggac
gaacatcctc
ggtgatactg
aagagctcta
cteccgagttg
acagacatag
tgtttgaacc
tttaattttt
agttcaatga
gcatgacgta
ttgacaattt
actgggatgg
agatgcataa

atagtttttt

atttaaattg
acaaggctat
atttcegetg
tagaacaatg
tcectectea
tgactcctcea
tcaacggaaa
ccgactataa
tctecagagga
actttgctta
tcagactccce
gattccetga
taagtctcat
gcaaaatcag
acccaggaac
gatacatcag
gaactaccac
gacccaatgg
atggtatgtt
acattcaaga
ggctatccaa
ttgcctettt
gtatttatct
agatgaaccg
aaatcaactt
atgaaaaaaa
tttcaatgaa
cttgaatcat
gatcaggaaa
agttecttgag
atggatggga

acatgaagtg

gcataatgac
tcaagcagac
gtacggaccg
caaggaaagc
aagttgtgga
ccatgtgctt
atgcagcaat
ggtcaaaggg
cggagagcta
tgaaactgga
atcaggtgtc
atgcccagaa
tcaggacgtt
agcgggtcett
cggtectgte
agtcgatatt
agaaagggaa
agttctgagg
ggactccgat
cgctgcettcg
aaatccaatc
tttctttatce
ttgcattaaa
acttgggaag
gtgatatcat
ctaacagcaa
gatgactatg
gctgattaca
ttcaattcte
atgttaacdt
agttggttaa

gacaaagagg

ttaataggca
ggttggatgt
aagtatataa
attgaacaaa
tatgcaactg
gttgatgaat
gacatatgcc
ctatgtgatt
tcatccctag
gacaaggcct
tggttcgaga
gggtcaagta
gagaggatct
cccatctcte
tttaccataa
gctgctccaa
ctgtgggatg
accagttcag
cttcatctta
cagcttcctg
gagtttgtag
atagggttaa
ttaaagcaca
taactcaaat
gctcaaagag
tcatggaagt
ccacaagaga
atttgaattc
ttcecgattce
catgtcaagc
tgtctgataa

cagaaataac
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atttgacgtg
aaaggaaaga
cttacacaag
gaggactttc
ggttcccage
tattctaatg
aacggtgcta
ccttctaaat
tgacttgatt
atcaaggecct
tgaaggggca
aacagtggat
agattattac
tgtgtcatat
caatgatcat
aagtcatgtt
atggcatgaa
aatatactcet
gaatccgaac
taccaattgg
aattattggt
aatgtcttgg
cgtcectatg
gttagattece
cattgattac
agttatgggce
gaaaagtctt
gatcaattca
acggcaaaaa
aaacactgct
aacgaagaaa

taatgagaaa

gtggagacct
tggactgact
ttgacattaa
aaaggcaaag
ttgggteccta
gaccgaaact
tccatggtat
atctacagaa
aaaatggtgg
ttagtcccac
aaaattgacc
ctcacactgg
getggactag
gcaaaagcac
aaaaagtggt
aaagaaaata
ctteecgetga
gacaaaagte
actcctatcec
aaagaatttc
cttaaaggaa
aaattgcgag
tttaaaggcecce
tcateceggee
gaaaaatgga
cagttcettag
atatactaca
acctececaac
ggatggagta
gtcaaagtct
tcgagaaacyg

attatgactg
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tcatcecgegyg
cattcaaaat
tcttaaatge
tcagaagaag
cttttattte
ttctgttaat
gtagaataga
ttggagataa
aaccgatatg
aattccctca
gaggtataag
tgatttatgg
aaaaattaca
ttgcaagtga
tcgtgaatgg
catggcccac
ttaaatgttt
attcaatgaa
ctagtaaaaa
ttaaagagat
aggagaggga
aatactttgt
tgacaatggce
aaggattgaa
ataaccacca
gttatccate
atggaagacc
gagtttgttg
tectecaatet
tggcacaagg
ttgtagaatt

caatcaaaat

ctggggcaac
tctcgettat
tgtctetgag
ttctcatgga
agaaggatgg
ggtcaaagat
caacctgtte
aattgtggag
caacttgagg
ttttgaaaat
attcctecat
atcgttcaga
ttecccaagta
tttagctegg
agacttgcte
agctgectecaa
tgaaataccc
taggtcagag
ggtgttgcag
tgatgagaag
actgaagttg
aattaccgaa
ggacgatcta
gtcatatgag
aaggaagtta
cttaatecgag
agacttgatg
gcaaggacaa
actggttatt
tgataatcaa
acagggtgcet

agggacaggg

aaaccaattg
ttgtgtcaaa
gtggaattge
acgaacatat
gettacttea
gtgattatag
tcagagcaag
aggcagggaa
ctgatgaaat
catatcaaga
gatcagataa
cattggggte
accatgaaga
attgttctat
cctcatgatce
gttcaagatt
gacttactag
gtgttgaaac
actatgttgg
ggcttagatg
gcaggtagat
tatttgataa
actgcagtca
gcaatttgca
tcaaacggcce
agaactcatg
cgtgttcaca
gagggtggac
caaagagagg
gttatttgca
ctcaatcaaa

aagttaggac

aatacatcaa
agtttttgga
tcaacttggc
gcaggcttag
agaaacttga
ggaggatgca
acatcttectc
atttttetta
tagcaagaga
cttctgttga
tgagtgtgaa
atccttttat
aagatattga
ttcaacagtt
atccctttaa
ttggagataa
acccatcgat
atgtccgaat
acacaaaggc
atgatgatct
ttttctecet
agactcattt
ttaaaaagat
tagccaatca
cagtgttceceg
aattttttga
acaacacact
tggaaggtcet
ctaaaatcag
cacagtataa
tggtttctaa

ttttgataaa
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tgacgatgag
tggagtgatt
ccaaataccc
tcgttttgct
tagactcttg
taagataccg
cattggagga
cgtaacagaa
gaaggagatg
agacaagcta
cttgttaaag
ggtgattaag
atggtcaata
gggagtcgea
taagaaaaag
gacacattta
tactcatgct
accccatcca
taacacatca
tagttcacgg
tttgcagect
agatgctate
catccactct
gtctgeecctt
cactgcagca
gaatttegac
aagagacgga
gagacccata
ccatgtgetg
ctatccttta
cagatgtata

cagttctcta

actatgcaat
agagggttag
acttgtgcta
gagaacccaa
ttgatgatge
ggcttgcaca
gtgtcgggea
agtctctcat
agtgcagtat
gtagaagatc
actgaggtta

gatgcaacca

aatcctetgt:

gacgggctca
tatcataggg
gggaaacttc
gacacattaa
ttagaaatgt
gggttcaatt
ggaccattgce
tgggaaaggg
tcttggtttg
ttaacaggcg
cataggtttt
ttgaccaggt
tttttattee
tggatcacca
gaagagatca
aagacatgga
gaagggaatt
aggttttcectat

tttectetat

ES 2319424 T3

ctgcagatta
agaccaagag
atataatgag
tcaatgecat
atgatcctge
gttctacttt
tgtctttgte
tctggagatt
ttggaaaccc
caacctctct
aaaaatgctt
tatatttgta
tccctagatt
tcagtctatt
aattggatga
atttgagaag
gatacaaatc
tgggtccaca
atgtttctgt
ctgcttatet
aaagcaaagt
ttgaacccga
aagaatggac
cgacatctcg
tgatggcaac
aggcaacgtt
gttgtacaga
ccctggactce
ggaatgggga
ggaagaattt
atggagactt

ctatacaagyg

cttgaattat
atggtcacga
ctcagtttcee
gatacagtac
tettegtcaa
caaatacgce
caggtttttg
catccatgta
cgagatagcce
gaacatcgct
aatcgaatca
tcatgaagag
tttaagtgaa
tcaaaattct
tttgattgtyg
gggatcatgt

ctggggcegt

acatcgaaaa
gcattgteca
agggtctaaa
cccactgatt
ctctaaacta
caaaaggcag
gatgagccat
tacagacacc
gctctatget
tcattatcat
aagtatggac
aggttegtgg
agcacctgct
ggcgtataga

tcegtattaga

ggaaaaatac
gtgacttgtg
acaaatgctc
aattattttg
tcattgtatg
atgttgtatt
attagagcct
catgctcgaa
aagtttcgaa
atgggaatga
agacaaacca
gatcggcteca
ttcaaatcag
cgtactatte
aggagtgagg
aaaatgtgga
acagttattg
gagactcctt
gacgggatce
acatctgaat
aaaagagcta
gcaatgacta
catgggttca
ggtgggttcg
atgagggatc
cagattacca
attgcctgta
tacacgcece
ggacaagaga
gagcaatcct

aaatctactce

ggtcgaggtt

cgattttccg
tcaccaatga
tcacecgtagce
ggacatttge
aagttcaaga
tggaccctte
tccecagatee
gtgagcatct
taactcacat
gtccagcgaa
tcaggaacca
gaagtttctt
gecactttttt
ggaactcctt
tatcéctcettt
catgttcage
ggacaactgt
gtgcaccatg
atgacgtctt
ctacatctat
cacgtcttag
tactttctaa
aaagaacagg
catctcagag
tgggagatca
ccactgttge
agtcetgttt
cagatgtatc
taaaacagat
atcaagtcgg
atgccgagga

tcttaaaagg

7080

7140

7200

7260

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940
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gttgctagac
tcatttgaag
gagtgtatca
aacgattcce
tgtcagaaat
ttattcacaa
tatttccace
tgagttgaga
catacatgta
ttgcaagttc
ggaatccaga
gatgctagag
gttaccaact
cagggactte
aaatgtgcat
aggcgcctcet
tgtaaatggt
ctatttectce
ggaagttcgg
ccggattttg
gagcgaaaag
aacagaattt
attaatcgat
cgcatteccag
cttgacaggt
acaaatattc
acctgcagat
caatcatatce
tgtggggatc
actatatcaa
ttcagtaaaa

tacccgaatt

ggattaatga
aggccggeca
cctccattcce
cacaagatcc
tacttcaaat
ttatggttat
accctcttge
gagctggcaa
aaattcttca
gggattgcta
gggacaatta
atgcctccaa
ggcgctcatt
ttgagttgtg
agcagaggaa
cctgageccece
gaaacatgtt
cgactcaaag
gattcttcta
gatgagcaag
aatgcagtaa
agtagttctc
gaacccaatc
tcatcagaac
attcecctece
ggagtaccca
ttattgacca
agagtaggac
gctataactg
cagtgtttag
ggaggataca

tcagactcct

ES 2319424 T3

gagcaagttg
acgcagtgta
tttctcttac
caacctccta
accaatgcecg
tctcagatgt
aaatcctata
atctttette
ccaaggacat
aggataataa
caacaatccc
gaatccaaaa
ataaaatteg
gagacggctc
tattcaatag
ccagtgecct
gggaatatcc
caggcttggg
ctagcctgaa
gagttttaat
caatccttgg
aaacgtctga
ccgattggte
aggaatttgc
aattcattcc
cgggtgtgtc
ttagcetttt
cgatacctce
gtataagcett
cagttatcca
agcagaagtg

tggccecaat

ctgccaagta
cggaggtttg
tagatcagga
tccgacaage
tctaattgaa
cttatccata
caagccattt
attgctaaga
attattgtgt
taaagacatg
tgtttattat
tcceetgetg
gagtatatta
cggagggatg
tctgttagaa
agaaacttta
atctgactta
gcttcaaatt
aattgagacg
ctacaagact
tccecatgttce
agtatatatg
ttccatcaat
cagagcaaag
tgatcctttt
tcatgcggcet
ttatatggeg
gaacccccca
ttggctgagt
gcaatcattce
gagtactaga

cgggaactgg

atacaccgga
atttacttga
cctattagag
aaccgtgata
aagggaaaat
gacttcattg
ttatctggga
tcaggagagg
ccagaggaaa
agctatccee
acgaccaccc
tccggaatca
catggaatgg
actgctgeat
ttatc&gggt
ggaggagata
tgtgacccaa
gatttaattg
aatgttagaa
tatggaacat
aagacggtceg
gtatgtaaag
gaatecctgga
aaggttagta
gtaaacattg
gccttaaaat
attacatcgt
tcagatggaa
ttgatggaga
ccgattaggt
ggtgatgggc

atcagatcte

gaagtctggce
ftgataaatt
acgaattaga
tgggggtgat
acagatcaca
gaccattctce
aagataagaa

ggtgggaaga

tcagacatge

cttggggaag

cttacccaaa
ggttgggcca
gaatccatta
tactacgaga
cagtcatgceg
aatcgagatg
ggacttggga
taatggatat
attatgtgca
atatttgtga
acttagttca
gtttgaagaa
aaaacctgta
catactttac
agactatgct
catctgatag
attataacat
ttgcacaaaa
aagacattece
gggaggctgt
tcccaaaaga

tggaattggt

9000

S060

9120

8180

9600

9660

9720

$780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860
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ccgaaaccaa
agtggataat

caatagacga

gttcgtctga
catttgaaat

atttcaaaag

ES 2319424 T3

atccattcaa
ggtcaaattt

aagaccggte

ggaaaactct tggagagatt aaaaaatcat

aactttgatc cttaagaccc tcttgtgott

t

<210>2

<211> 690

<212> ADN

<213> Virus de la estomatitis vesicular

<400> 2

atgagttcect
gggatcgecac
attgacaaat
tatgagaaat
tactcagatg
aaacgtccet
geggtattgg
ttgccacaca
ccattcaata
gagtcactgg
ttcagagaga

ttectggatt

taaagaagat
cacccectta
cctattttag
tcttetttac
tggcageccgce
tctacaagat
cagétcaagg
gaatggggaa
taggtcttta
aagcagctcc
aggccttaat

ctgtcagaca

tcteggtetg
tgaagaggac
agttgacgag
agtgaaaatg
tgtatceccat
cttggctttt
tcaaccagag
gacccctecce
caagggaacg
tatgatctgg
gtttggcctg

cttcaaatga

<210>3
<211> 229
<212> PRT

<213> Virus de la estomatitis vesicular

tgagatcttg
gcgaaaaaac
tatactgatg
gaggagactc

tttatctett

aaggggaaag

actaacatgg
atggacactc
acggttagat
tgggatcaca
ttgggttett
tatcacgcte
atgctcaatg
gttgagetca
gatcatttca

attgtegaga

ttcaatcage
acaggaatga
ttgaagagtg
caaactttaa

atctggtttt

gtaagaaatc
agtatgctece
atgatccgeca
ctaatcgtce
tgtacatcgg
ctaatctaaa
actgtgaagg
taccagagca
caatgaccat
attcttccaa

aaaaggcatc

tatgtegtac
ttgaatggat
acctacatga
gtatgaaaaa

gtggtcttcg

taagaaatta
gagcgctecca
tcaattaaga
gttcagaaca
aatggcaggg
ggccactcca
cagggcttat
cttcagaaga
ctacgatgat

attttctgat

tggagettgg

10920

10980

11040

11100

11160

11161

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

690
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<400> 3

Met

Ser

Met

Asp

Phe

65

Gly

Ser

Pro

Met

145

Pro

Ile

Phe

Gly

val
225

Serx

Lys

Glu

Glu

50

Phe

Ser

Met

Ser

Glu

130

Gly

Phe

Asn

Leu
210

Serxr

Ser

Lys

Arg

Thr

Asp

Ala

Asn
115

Tyr

Lys

Asn

Ser
195

Ile

His

Leu

Leu

20

Ala

Asp

Val

val

Cly

100

Leu

His

Thr

Ile

Asp

180

Ser

Val

Phe

Lys

Gly

Pro

Thr

Lys
Ala
85

Lys
Lys
Ala
Pro
Gly
165
Glu
Lys

Glu

Lys

ES 2319424 T3

Lys Ile

Ile Ala

Ser Ala

His Asp

55

Met Thr
70

Ala Ala

Arg Pro

Ala Thr

His Cys

135

Pro Met

150

Leu Tyr

Ser Leu

Phe Ser

Lys Lys
215

Leu

Pro

Pro

40

Pro

Val

val

Phe

Pro

120

Glu

Leu

Lys

Glu

Asp

200

Ala

Gly

Pro

25

Ile

His

Arg

Ser

105

Ala

CGly

Asn

Gly

Ala

185

Phe

Ser

Leu

10

Pro

Asp

Gln

Ser

His

90

Lys

Val

Arg

val

Thr

170

Ala

Arg

Gly

Lys

Tyr

Lys

Leu

Asn
75

Trp

Ile

Leu

Ala

Pro

155

Val

Pro

Glu

Ala

Gly

Glu Glu

Ser Tyr

Arg

60

Arg

Asp

Leu

Ala

140

Glu

Glu

Met

Lys

220

Lys

45

Pro

His

Ala

Asp

125

Leu

His

Leu

Ile

Ala

205

val

Gly Lys Lys
15

Asp Thr Asn
30

Phe Gly Vval

Glu Lys Phe

Phe Arg Thr
80

Met Tyr Ile
o5

Phe Leu Gly
110

Gln Gly Gln

Pro His Arg

Phe Arg Arg
160

Thr Met Thr
175

Trp Asp His
190

Leu Met Phe

Leu Asp Ser
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<210> 4
<211> 11161
<212> ADN

ES 2319424 T3

<213> Virus de la estomatitis vesicular

<400> 4

acgaagacaa
aaaatgtctg
gcaaatgagg
ctttacatca
aaatececggaa

ateccggggta

acaaaccatt
ttacagtcaa
atccagtgga
atactacaaa
atgtatcaat

agttggataa

attatcatta
gagaatcatt
atacccggea
aagtttgtca
catacatgtc

agattggtca

aaaggctcag
gacaacacag
gattacttca
gatctaagag
aacagctact

agtttcggaa

gagaaacttt
tcatagttce
gaaaatcaaa
gatatgtcta
tgtatggagc

taaacatcgg

aacagtaatc
aaaacttect
ggagattect
ccaaggecte

attgaaggac

gaaggcaggg

60

120

180

240

300

360
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gatacaatcg
ggagtatcdg
ggcttataca
ctgacaaate
gacatttttg
atgttcttec
tccagattca
atgtctacag
caaatgatgc
gactttggat
tgggggcaat
gatgacattg
tcectetgetg
agtaccggag
ggatggtttg
gcagtcatgt
tttgacaaat
aaactaacag
cgtectagate
aattatgagt
gcageagatg
gtaccagatc
geggatgagg
gacgagcatg
tcecagtgge
gagtgcacat
gatgtatata
gatgtttggt
cctctecacca
ggtaacggac
tacaatcagg

aatctaagtg

gaatatttga
atgcttccag
gagtgggcag
aatgcaaaat
atgtgtgggg
acatgttcaa
aagattgtgce
aagatgtaac
tteccaggccea
tgtcttctaa
tgacagctct
agtatacatc
acttggcaca
gattgacgac
aagatcaaaa
cactgcaagg
gaccctataa
atatcatgga
aggeggtagg
tgttccaaga
attctgacac
cggaagctga
acgtggatgt
gaaagacctt
ttttgacgat
ttgaagcatc
aggtcactce
ctctctecaaa
tatccttgga
gaatgtctca
cgagagtcaa

ttatcccaat

ES 2319424 T3

ccttgtatce
aaccagcgea
aacacaaatg
gatcaatgaa
aaatgacagt
aaaacatgaa
tgcattggea
gacctggatc
agaaattgac
gtctccatat
tctgetecaga
tcttactaca
acagttttgt
taatgcaccg
cagaaaaccg
cctaagagag
ttctecagatce
taatctcaca
agagatagat
ggacggagtg
agaatctgaa
gcaagttgaa
tgtattcact
acggttgaca
taaagcagtc
gggagaaggg
agtgatgaac
gacatccatg
tgaattgtte
taaagaggcce
atattctctg

ccattcatca

ttgaaagccc
gatgacaaat
cctgaataca
cagtttgaac
aattacacaa
tgtgecectegt
acatttggac
ttgaaccgag
aaggccgatt
tctteegtea
tccaccagag
gcaggtttgt
gttggagata
ccacaaggca
actcctgata
aagacaattg
acctattata
aaagttcgtg
gagatcgaag
gaagagcata
ccagaaattg
ggctttatac
tcggactgga
ttgccagagg
gttcaaagtg
gtcatcataa
acacatcecgt
actttccaac
tcatctagag
atcctgetceg
tagactatga

tgagttcctt

10

tggacggtat
ggttgcettt
gaaaaaggcet
ctcttgtgee
aaattgtegce
tcagatacgg
acctctgcaa
aagttgcaga
catacatgec
aaaacccetge
caaggaatgc
tgtacgetta
gcaaatacac
gagatgtggt
tgatgcagta
gcaagtatgce
tattatgcta
agtatctcaa
cacaacgagc

ctaggccecte

aagacaatca

aggggecttt
aacagcctga
gtttaagtgg
ccaaacactg
aaaagcgcca
cccaatcgga
ccaagaaagc
gagaattcat
gtetgaggta
aaaaaagtaa

aaagaagatt

acttccagat
gtatctactt
catggatggg
agaaggtcgt
tgcagtggac
aactattgtt
aataaccgga
tgagatggte
ttatttgate
cttcecactte
ccgacagect
tgcagtagga
tccagatgat
cgaatggcte
tgcgaaacga
taagtcagaa
catatgaaaa
gtectattcect
tgaaaagtcc
ttattttcag
aggcttgtat
agatgactat
gcttgaatcce
agagcagaaa
gaatctggea
gataactcecg
agccgtatca
aagtcttcag
ctctgtegga
caaaaagttg
cagatatcac

cteggtcetga

420

480

540

600

660

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

le80

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280
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aggggaaagg
ctaacatgga
tggacactca
cggttagatce
gggatcacat
tgggttctte
atcacgctca
tgctcaatgt
ttgagctcac
atcatttcaa
ttgtcgagaa
ctagtctage
ctttecgaaca
tctgtttect
attgcaagtt
ccaattacca
cagccttaca
gtcatgctte
cacattccat
cgaaacaagyg
tgacggatgc
acacaggaga
ccactgtcca
ctaacctcat
gaaaggaggg
gcaaaatgca
tggctgataa
tetetgetee
tggattattce
cagtggatct
tcaatggtac

tcctetcaag

taagaaatct
gtatgctccg
tgatccgcat
taatcgteccg
gtacatcgga
taatctaaag
ctgtgaagge
accagagcac
aatgaccatc
ttcttecaaa
aaaggcatct
ttccagctte
actaatatcc
tgacaccatg
caccatagtt
ttattgccecg
agtcaaaatg
caaatgggtc
ccgatcctte
aacttggctg
tgaagcagcg
atgggttgat
taactccaca
ttecatggac
cacagggttce
gtactgcaag
ggatctcttt
atctcagacc
cctctgeccaa
cagctatctt

cctaaaatac

aatggtcgga

ES 2319424 T3

aagaaattag
agcgctccaa
caattaagat
ttcagaacat
atggcaggga
gccactcecag
agggcttatt
ttcagaagac
tacgatgatg
ttttctgatt
ggagettggt
tgaacaatcc
tgtcttttet
aagtgccttt
tttcecataca
tcaagctcag
cccaagagtc
actacttgtg
actccatctg
aatccaggct
attgtccagy
tcacagttca
acctggcatt
atcaccttct
agaagtaact
cgttggggag
gctgcagcca
tcagtggatg
gaaacctgga
gctcctaaaa
tttgagacca

atgatcagtg

ggatcgcace
ttgacaaatc
atgagaaatt
actcagatgt
aacgteccctt
cggtattgge
tgccacacag
cattcaatat
agtcactgga
tcagagagaa
tcetggatte
cecggtttact
atccctatga
tgtacttage
accaaaaagg
atttaaattg
acaaggctat
atttccgetg
tagaacaatg
tccctectca
tgactccteca
tcaacggaaa
ccgactataa
tctecagagga
actttgctta
tcagactccc
gattccctga
taagtctcat
gcaaaatcag
acccaggaac
gatacatcag

gaactaccac

11

acccccttat
ctattttgga
cttctttaca
ggcagccgcet
ctacaagatc
agatcaaggt
aatggggaag
aggtctttac
agcagctcct
ggccttaatg
tgtcagacac
cagtctctec
aaaaaactaa
ttttttattce
aaactggaaa
gcataatgac
tcaagcagac
gtacggaccg
caaggaaagc
aagttgtgga
ccatgtgett
atgcagcaat
ggtcaaaggyg
cggagagcta
tgaaactgga
atcaggtgta
atgcccagaa
tcaggacgtt
agcgggtctt
cggtectgte
agtcgatatt

agaaagggaa

gaagaggaca
gttgacgaga
gtgaaaatga
gtatcccatt
ttggettttt
caaccagagt
acccctecea
aagggaacgg
atgatctggg
tttggecctga
ttcaaatgag
taattecage
cagagatcga
ateggggtga
aatgttccett
ttaataggca
ggttggatgt
aagtatataa
attgaacaaa
tatgcaactg
gttgatgaat
gacatatgcc
ctatgtgatt
tcatcectag
gacaaggcct
tggttcgaga
gggtcaagta
gagaggatct
cccatctcte
tttaccataa

gectgetecaa

ctgtgggatg

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800

3960

4020
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actagggctcece
gatataagtt
gctcaaagge
atgatgagac
aaggttggtt
tcattggact
ccaagaaaag
cctgcacaac
gccttaatta
ccacgatttt
attcctgaat
tcetctaatt
ctcgatgtgg
caatcccate
tcatgatgee
atttgacgtg
aaaggaaaga
cttacacaag
gaggactttc
ggttceccage
tattctaatg
aacggtgcta
ccttctaaat
tgacttgatt
atcaaggcct
tgaaggggca
aacagtggat
agattattac
tgtgtcatat
caatgatcat
aagtcatgtt

atggcatgaa

atatgaagac
tcetttatat
tcaggtgttt
tttattrttt
cagtagttgg
attcttggtt
acagatttat
agattcttca
tattttaatt
gagaccgacg
ccecgatgage
agtgatgata
gatagtaaga
tcaacatctc
agtcaagggt
gtggagacct
tggactgact
ttgacattaa
aaaggcaaag
ttgggtccta
gaccgaaact
tccatggtat
atctacagaa
aaaatggtagg
ttagtcccac
aaaattgacc
ctcacactgg
gctggactag
gcaaaagcac
aaaaagtggt
aaagaaaata

cttcegetga

ES 2319424 T3

gtggaaattg
atgattggac
gaacatcctce
ggtgatactg
aagagctcta
ctcegagttg
acagacatag
tgtttgaace
tttaattttt
agttcaatga
gcatgacgta
ttgacaattt
actgggatgg
agatgcataa
atagtttttt
tcatcegegyg
cattcaaaat
tcttaaatge
tcagaagaag
cttttatttc
ttctgttaat
gtagaataga
ttggagataa
aaccgatatg
aattccctca
gaggtataag
tgatttatgg
aaaaattaca
ttgcaagtga
tcgtgaatgg
catggcccac

ttaaatgttt

gacccaatgg
atggtatgtt
acattcaaga
ggctatccaa
ttgectettt
gtatttatct
agatgaaccg
aaatcaactt
atgaaaaaaa
tttcaatgaa
cttgaatcat
gatcaggaaa
agttcttgag
atggatggga
acatgaagtg
ctggggcaac
tctcgettat
tgtctetgag
ttctcatgga
agaaggatgg
ggtcaaagat
caacctgttc
aattgtggag
caacttgaag
ttttgaaaat
attcctcecat
atcgttcaga
ttcccaagta
tttagetegg
agacttgctce
agctgctcaa

tgaaataccc

12

agttctgagg
ggactccgat
cgctgctgeg
aaatccaatce
tttctttatc
ttgcattaaa
acttgggaag
gtgatatcat
ctaacagcaa
gatgactatg
gctgattaca
ttcaattctc
atgttaacat
agttggttaa
gacaaagagg
aaaccaattg
ttgtgtcaaa
gtggaattgce
acgaacatat
gcttacttca
gtgattatag
tcagagcaag
aggcagggaa
ctgatgaaat
catatcaaga
gatcagataa
cattggggtc
accatgaaga
attgttctat
cctcatgatc
gttcaagatt

gacttactag

accagttcag
cttcatctta
cagcttcecctg
gagtttgtag
atagggttaa
ttaaagcaca
taactcaaat
gctcaaagag
tcatggaagt
ccacaagaga
atttgaattc
ttcegattece
catgtcaage
tgtctgataa
cagaaataac
aatacatcaa
agtttttgga
tcaacttggce
gcaggcttag
agaaacttga
ggaggatgca
acatcttcecte
atttttctta
tagcaagaga
cttctgttga
tgagtgtgaa
atccttttat
aagatattga
ttcaacagtt
atccctttaa
ttggagataa

acccatcgat

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5540

6000

6060

6120
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aatatactct
géatccgaac
taccaattgg
aattattggt
aatgtcttgg
cgtecctatg
gttagattcc
cattgattac
agttatggge
gaaaagtctt
gatcaattca
acggcaaaaa
aaacactgct
aacgaagaaa
taatgagaaa
tgacgatgag
tggagtgatt
ccaaataccc
tcattttgcet
tagactcttg
taagataccg
cattggagga
cgtaacagaa
gaaggagatg
agacaagcta
cttgttaaag
ggtgattaag
atggtcaata
gggagtcgca
taagaaaaag
gacacattta

tactcatgct

gacaaaagtc
actcctatcc
aaagaatttc
cttaaaggaa
aaattgcgag
tttaaaggece
tcatceggece
gaaaaatgga
cagttcttag
atatactaca
acctcccaac
ggatggagta
gtcaaagtct
tcgagaaacg
attatgactg
actatgcaat
agagggttag
acttgtgcta
gagaacccaa
ttgatgatgce
ggcttgcaca
gtgtcgggca
agtctctcat
agtgcagtat
gtagaagatc
actgaggtta
gatgcaacca
aatcctctgt
gacgggctca
tatcataggg
gggaaacttc

gacacattaa

ES 2319424 T3

attcaatgaa
ctagtaaaaa
ttaaagagat
aggagaggga
aatactttgt
tgacaatggce
aaggattgaa
ataaccacca
gttatccate
atggaagacc
gagtttgttg
tcctcaatet
tggcacaagg
ttgtagaatt
caatcaaaat
ctgcagatta
agaccaagag
atataatgag
tcaatgccat
atgatcctgce
gttctacttt
tgtectttgte
tctggagatt
ttggaaacce
caacctctct
aaaaatgctt
tatatttgta
tccctagatt
tcagtctatt
aattggatga
atttgagaag

gatacaaatc

taggtcagag
ggtgttgcag
tgatgagaag
actgaagttg
aattacegaa
ggacgatcta
gtcatatgag
aaggaagtta
cttaatcgag
agacttgatg
gcaaggacaa
actggttatt

tgataatcaa

acagggtgct

agggacaggyg

cttgaattat
atggtcacga
ctcagtttce
gatacagtac
tcttcgtcaa
caaatacgce
caggtttttg
catccatgta
cgagatagcece
gaacatcgcet
aatcgaatca
tcatgaagag
tttaagtgaa
tcaaaattct
tttgattgtg
gggatcatgt

ctggggeegt

13

gtgttgaaac
actatgttgg
ggcttagatg
gcaggtagat
tatttgataa
actgcagtca
gcaatttgeca
tcaaacggcece
agaactcatg
cgtgttcaca
gagggtggac
caaagagagg
gttatttgca
ctcaatcaaa
aagttaggac
ggaaaaatac
gtgacttgtg
acaaatgctce
aattattttg
tcattgtatg
atgttgtatt
attagagcct
catgctcgaa
aagtttcgaa
atgggaatga
agacaaacca
gatcggctca
ttcaaatcag
cgtactattc
aggagtgagg
aaaatgtgga

acagttattg

atgtccgaat
acacaaaggc
atgatgatct
ttttetecect
agactcattt
ttaaaaagat
tagccaatca
cagtgttcecg
aattttttga
acaacacact
tggaaggtct
ctaaaatcag
cacagtataa
tggtttctaa
ttttgataaa
cgatttteceg
tcaccaatga
tcacecgtage
ggacatttge
aagttcaaga
tggacccttce
tcccagatcece
gtgagcatct
taactcacat
gtcecagecgaa
tcaggaacca
gaagtttctt
gcactttttt
ggaactectt
tatcctcttt
catgttcagce

ggacaactgt

€180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6500
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980

8040
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accccatcca
taacacatca
tagttcacgg
tttgecagect
agatgctatc
catccactct
gtectgeectt
cactgcagca
gaatttcgac
aagagacgga
gagacccata
ccatgtgcetg
ctatccttta
cagatgtata
cagttctcta
gttgctagac
tcatttgaag
gagtgtatca
aacgattccc
tgtcagaaat
ttattcacaa
tatttccacc
tgagttgaga
catacatgta
ttgcaagttce
ggaatccaga
gatgctagag
gttaccaact
cagggacttc
aaatgtgcat
aggcgcectct

tgtaaatggt

ttagaaatgt
gggttcaatt
ggaccattgc
tgggaaaggg
tcttggtttg
ttaacaggcg
cataggtttt
ttgaccaggt
tttttattce
tggatcacca
gaagagatca
aagacatgga
gaagggaatt
ggttttctat
tttectectat
ggattaatga
aggccggcca
ccteeattec
cacaagatcc
tacttcaaat
ttatggttat
accctcttge
gagctggcaa
aaattcttca
gggattgcta
gggacaatta
atgcctccaa
ggcgctecatt
ttgagttgtg
agcagaggaa
cctgageccce

gaaacatgtt

ES 2319424 T3

tgggtccaca
atgtttctgt
ctgcttatct
aaagcaaagt
ttgaacccga
aagaatggac
cgacatctcg
tgatggcaac
aggcaacgtt
gttgtacaga
ccctggacte
ggaatgggga
ggaagaattt
atggagactt
ctatacaagg
gagcaagttg
acgcagtgta
tttectcttac
caacctccta
accaatgcecg
tctecagatgt
aaatcctata
atctttctte
ccaaggacat
aggataataa
caacaatccce
gaatccaaaa
ataaaatteg
gagacggctc
tattcaatag
ccagtgccct

gggaatatcce

acatcgaaaa
gcattgtcca
agggtctaaa
cccactgatt
ctctaaacta
caaaaggcag
gatgagccat
tacagacacc
gctctatget
tcattatcat
aagtatggac
aggttcgtgg
agcacctgct
ggcgtataga
tcgtattaga
ctgccaagta
cggaggtttg
tagatcagga
tcecgacaagce
tctaattgaa
cttatccata
caagccattt
attgctaaga
attattgtgt
taaagacatg
tgtttattat
tcecectgetg
gagtatatta
cggagggatg
tctgttagaa
agaaacttta

atctgactta

14

gagactcctt
gacgggatcc
acatctgaat
aaaagagcta
gcaatgacta
catgggttca
ggtgggtteg
atgagggatc
cagattacca
attgcctgta
tacacgccecc
ggacaagaga
gagcaatect
aaatctactc
ggtcgaggtt
atacaccgga
atttacttga
cctattagag
aaccgtgata
aaggagaaaat
gacttcattg
ttatctggga
tcaggagagg
ccagaggaaa
agctatccce
acgaccacce
tccggaatca
catggaatgg
actgctgcat
ttatcagggt
ggaggagata

tgtgacccaa

gtgcaccatg
atgacgtctt
ctacatctat
cacgtcttag
tactttctaa
aaagaacagg
catctcecagag
tgggagatca
ccactgttge
agtcctgttt
cagatgtatc
taaaacagat
atcaagtcgg
atgccgagga
tcttaaaagg
gaagtctgge
ttgataaatt
acgaattaga
tgggggtgat
acagatcaca
gaccattctce
aagataagaa
ggtgggaaga
tcagacatge
cttggggaag
cttacccaaa
ggttgggcca
gaatccatta
tactacgaga
cagtcatgeg
aatcgagatg

ggacttggga

8100

8160

8220

8280

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

8300

9360

9420

9480

9540

9600

2660

9720

9780

9840

9900

9960
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ctatttcctce
ggaagttcgg
ccggattttg
gagcgaaaag
aacagaattt
attaatcgat
cgcattccag
cttgacaggt
acaaatattc
acctgcagat
caatcatatc
tgtggggatc
actatatcaa
ttcagtaaaa
tacccgaatt
ccgaaaccaa
agtggataat
caatagacga
ggaaaactct
aactttgatc

t

cgactcaaag
gattcttcta
gatgagcaag
aatgcagtaa
agtagttcte
gaacccaatc
tcatcagaac
attccctece
ggagtaccca
ttattgacca
agagtaggac
gctataactg
cagtgtttag
ggaggataca
tcagactcect
gttcgtctga
catttgaaat
atttcaaaag
tggagagatt

cttaagaccec

ES 2319424 T3

caggcttggg

ctagcctgaa
gagttttaat
caatccttgg
aaacgtctga
ccgattggtce
aggaatttgce
aattcattecce
cgggtgtgte
ttagecctttt
cgatacctce
gtataagctt
cagttatcca
agcagaagtg
tggceccaat
atccattcaa
ggtcaaattt
aagaccggte
aaaaaatcat

tcttgtggtt

<210>5
<211> 690
<212> ADN

<213> Virus de la estomatitis vesicular

<400> 5

atgagttcect
gggategecac
attgacaaat
tatgagaaat
tactcagatg

aaacgtcect

gcggtattgg

taaagaagat
cacccectta
cctattttgg
tcttetttac
tggcagecgce
tctacaagat

cagatcaagg

tcteggtcetg
tgaagaggac
agttgacgag
agtgaaaatg
tgtatcccat
cttggectttt

tcaaccagag

gcttcaaatt
aattgagacg
ctacaagact
teccatgtte
agtatatatg
ttccatcaat
cagagcaaag
tgatectttt
tcatgcggct
ttatatggcg
gaacceccca
ttggctgagt
gcaatcattc
gagtactaga
cgggaactgg
tgagatcttg
gcgaaaaaac
tatactgatg
gaggagactc

tttatttttt

aaggggaaag

actaacatgg
agggacactce
acggttagat
tgggatcaca
ttgggttctt

tatcacgcte

15

gatttaattg
aatgttagaa
tatggaacat
aagacggteg
gtatgtaaag
gaatcctgga
aaggttagta
gtgaacattg
gccttaaaat
attatatcgt
tcagatggaa
ttgatggaga
ccgattaggt
ggtgatgggce
atcagatcte
ttcaatcage
acaggaatga
ttgaagagtg
caaactttaa

atctggtttt

gtaagaaatc
agtatgctcc
atgatccgca
ctaatcgtece
tgtacatcgg

ctaatctaaa

actgtgaagg

taatggatat
attatgtgca
atatttgtga
acttagttca
gtttgaagaa
aaaacctgta
catactttac
agactatgct
catctgatag
attataacat
ttgcacaaaa
aagacattcc
gggaggetgt
tccraaaaga
tggaattggt
tatgtcgtac
ttgaatggat
acctacatga
gtatgaaaaa

gtggtctteg

taagaaatta
gagegctcca
tcaattaaga
gttcagaaca
aatggcaggg
ggccacteca

cagggcttat

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

io0s80

11040

11100

11160

11161

60

120

180

300

360

420
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ttgccacaca gaatggggaa
ccattcaata taggtcttta
gagtcactgg aagcagctce
ttcagagaga aggccttaat
gtoctggatt ctgtcageea

<210>6
<211> 229
<212> PRT

<213> Virus de la estomatitis vesicular

<400> 6

Met Ser Ser

Ser Lys Lys

Met Glu Tyr
35

Asp Glu Met
50

Phe Phe Thr
65

Tyr Ser Asp

Gly Met Ala

Ser Ser Asn

115

Pro Glu Tyr
130

Met Gly Lys
145

Pro Phe Asn

Ile Tyr Asp

Leu

Leu
20

Ala

Asp

val

Val

Gly

100

Leu

His

Thr

Ile

Asp
180

Lys

Gly

Pro

Thr

Lys

Ala

85

Lys

Lys

Ala

Pro

Gly

165

Glu

Lys

Ile

Ser

His

Met

70

Ala

Arg

Ala

His

Pro

150

Leu

Ser

ES 2319424 T3

Ile

Ala

Ala

Asp

55

Ala

Pro

Thr

Cys
135

Met

Tyr

Leu

Phe Asn Ser Ser Lys Phe Ser

195

Gly Leu Ile Val Glu Lys Lys

210

val Arg His Phe Lys

225

215

cttcaaatga

Leu

Pro

Pro

40

Pro

val

Val

Phe

Pro
120

Glu

Leu

Lys

Glu

Asp

200

Ala

Gly

Pro
25

Ile

His

Arg

Ser

105

Ala

Gly

Asn

Gly

Ala

185

Phe

Ser

16

Leu Lys
10

Pro Tyr

Asp Lys

Gln Leu

Ser Asn
75

His Trp
90

Lys Ile
Val Leu
Arg Ala
Val Pro

155

Thr Val
170

Ala Pro

Arg Glu

Gly Ala

Gly

Glu

Ser
Arg
60

Arg
Asp

Leu

Ala

Tyxr
140
Glu
Glu
Met

Lys

Trp
220

Lys

Glu

45

Pro

His

Ala

Asp

125

Leu

His

Leu

Ile

Ala

205

Phe

Gly

Asp

Phe

Glu

Phe

Met

Phe

110

Gln

Pro

Phe

1290

Leu

Leu

gaccectccc atgctcaatg taccagagca cttcagaaga
caagggaacg gttgagctca caatgaccat ctacgatgat
tatgatctgg gatcatttca attecttccaa attttctgat
gtttggcetyg attgtecgaga aaaaggeatce tggagettgg

Lys
15

Thr

Gly

Lys

Arg

95

Leu

Gly

His

Arg

Met
178

Asp

Met

Asp

Lys

Asn

Val
Phe
Thr
80

Ile
Gly
Gln
Arg
Arg

160

Thr

His

Phe

Ser
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<210> 7
<211>41
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 7
atcgctcgag aacagatgac tacaaagacg atgacgacaa g

<210> 8
<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 8
atcggctage agttittttc agggatccag ctetaggtgg getge

<210>9

<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 9
ttgtgcttct ccactacage 20

<210> 10
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 10
ctgtaagtct gttaatgaag 20
<210> 11
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 11
tgacactgge aaaacaatgc a 21

<210> 12
<211>21

17

41

45
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 12
ggtcctttic accagcaage t 21

<210> 13
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 13
atggttgttt ccgaagtgga ¢ 21
<210> 14
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 14
tttcttcagt ttcagcacca g 21

<210> 15
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 15
atgtctgtta cagtcaagag aatc 24

<210> 16
<211>27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 16
tcatttgtca aatictgact tagcata 27

<210> 17

18



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319424 T3

<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 17
tacaccagtg gcaagtgctc caacccag

<210> 18
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 18
gtctcgaact cctgacctca agtgatce

<210> 19
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 19

acaatgagct gctggtggcet
<210> 20
<211> 20

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 20
gatgggcaca gtgtgggtga

20

20

28

28

19
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