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ES 2321 651 T3

DESCRIPCION

Virus de ARN de replicacién deficiente como vacunas.

La presente invencion se relaciona con un virus de ARN de cadena negativa de replicacion deficiente y competente
para la transcripcidn, que puede utilizarse para la expresion de transgénicos y particularmente para el dmbito del
desarrollo de vacunas.

Las inmunizaciones con vacunas vivientes imitan la infeccion natural y producen una amplia respuesta inmuno-
l6gica. En la vacunacién se emplean virus atenuados, pero capaces de propagarse. La amplificacion de los virus de
vacunacion tiene que realizarse tan lentamente que se garantice una respuesta inmunoldgica y, por tanto, un control de
la amplificacién y/o una eliminacién del virus. El concepto de la vacuna viviente ha resultado a menudo satisfactorio
para diferentes grupos de edad. Evidentemente hay importantes grupos objetivo, en los que las inmunizaciones con
vacunas vivientes son problematicas y requieren medidas adicionales de seguridad. Los anticuerpos maternos protegen
a los bebés en los primeros meses de vida. Representan, al mismo tiempo, una barrera, que tiene que sobrepasarse con
la inmunizacién viviente, sin que pueda producirse ademas, por otro lado, una amplificacién excesiva del virus de va-
cunacién y, por tanto, unos dafios de vacunacién asociados. Otro grupo objetivo lo representan las personas mayores,
cuyo sistema inmunoldgico no es ya tan eficiente, de forma que puede producirse una sobrecarga por la vacunacién
y dafios de vacunacién por la amplificacion elevada del virus de vacunacién. Surge, por consiguiente, el problema
de hacer a la vacuna viviente immunoldégicamente excelente atin mds segura para el empleo en determinados grupos
objetivo, pero también elevar el perfil de seguridad para el empleo general.

Los virus de ARN de cadena negativa, como por ejemplo, el virus de la rabia o el virus Sendai (SeV), se pueden
modificar desde hace algunos afios a propdsito mediante técnica genética inversa. La EP-A-0 702 085 describe la ela-
boracién de virus de ARN de cadena negativa recombinante, infeccioso, replicante y no segmentado a partir de ADNc
clonado. La EP-A-0 863 202 describe un virus Sendai recombinante, en cuyo genoma se inserta un gen heterélogo o
se suprime o desactiva un gen, cuya replicacién del genoma estd, sin embargo, atin intacta.

Como elemento vertebral de la vacuna sirven especialmente los virus de ARN de cadena negativa, ya que su ampli-
ficacion en el citoplasma discurre a nivel de ARN y los genes dentro del genoma viral pueden sustituirse simplemente.
Asi, ha resultado ya exitoso, preparar virus recombinantes con proteinas superficiales de diferentes tipos de virus y
emplearlos como vacuna en ensayos con animales (Schmidt et al., J. Virol. 75 (2001), 4594-4603 y WO 01/42445).
Mediante la incorporacién recombinante de proteinas F y HN del virus parainfluenza humano tipo 3 (HPIV 3) y de la
proteina G o F del virus sincitial respiratorio (RSV) en un vector a base del virus parainfluenza bovino tipo 3 (BPIV
3) pudo comprobarse, tras la aplicacion en hamsters, una respuesta inmunolégica mucosal contra HPIV 3 y RSV. Se
alcanza ya, por tanto, antigenidad bivalente de estas vacunas vivientes examinadas en el ensayo con animales.

Debido a la participacién de la barrera de especies, este virus parainfluenza bovino deberia atenuarse suficiente-
mente con antigenos superficiales PIV 3 y RSV humanos ya para un empleo en el &mbito humano. No son de esperar
reversiones al tipo salvaje, ya que se sustituyen genes completos por proteinas superficiales virales. Se ha comenzado
ya con el examen clinico de la vacuna.

Como los mutantes viricos descritos son, no obstante, competentes en la replicacion, se producird seguramente una
propagacion del virus en la vacuna, cuya intensidad se atentie modificando el virus, pero no se elimine completamente.
La fuerza de la viremia a esperar y, por tanto, la carga de la vacuna con efectos secundarios dependen ademds de
factores individuales.

En el contexto de la presente invencién deberia intentarse reducir sustancialmente los riesgos de la vacunacién
viviente, particularmente el riesgo de vacunas de determinados grupos objetivo.

Un principio para esto consiste en la supresion de la replicacién del genoma viral tras la aplicacion de la vacuna. De
este modo no puede provocarse, independientemente de la eficiencia immunolégica de la vacuna, una amplificacién
del virus y los dafios de vacunacion apropiados.

La dificultad principal en este principio consiste en que la ARN polimerasa viral efectda dos funciones, la sintesis
de ARNm viral y la amplificacién del genoma viral. Este doblete tiene que suprimirse en la nueva vacuna, ya que la
vacuna sélo puede ser capaz atn de la sintesis de ARNm viral.

Otro problema consiste en que el virus recombinante tiene que originar una sintesis eficiente de ARNm viral,
para ser generalmente apropiado como vacuna viviente. Existen, por tanto, dos requisitos en principio contradictorios,
que pueden sugerir considerables dificultades durante la elaboracién de vacunas vivientes a base de virus de ARN de
cadena negativa seguras, pero eficientes.

Shoji et al. (Virologia 318 (2004), 295-305) describen la elaboracién y caracterizacion de un virus de la rabia
deficiente en el gen P. La produccidén del virus se lleva a cabo por medio de células colaboradoras productoras de
proteina P. Los virus s6lo son capaces de la transcripcion primaria sin sintesis de novo de proteina P. La baja expresion
génica viral se muestra en una sefial muy débil para la proteina N en la inmunofluorescencia y s6lo para muy pocas
células, una comprobacién convincente de esta baja expresion génica viral se efectia s6lo mediante andlisis PCR.
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El empleo de este mutante del virus en un test de reaccién en el modelo de ratén deberia mostrar una proteccion,
evidentemente falta un experimento de control con virus inactivo para la transcripcion y el intervalo para la reaccién
viral se ha calculado demasiado corto. No se estudia la duracién de la proteccion supuesta. El empleo de estos mutantes
del virus para el desarrollo de una vacuna antirdbica atenuante parece, por tanto, poco prometedor.

En el contexto de las investigaciones que conducen a la presente invencion se ha descubierto que en los paramy-
xovirus puede lograrse un desacoplamiento de las funciones de replicacion y transcripcidn, eliminando parcialmente
los componentes de la polimerasa esenciales para la funcién de replicacion del genoma. Es sich aqui puede tratarse de
la proteina P viral o de un dominio funcional especial de una proteina de este tipo.

Se ha descubierto sorprendentemente, que mediante las mutaciones, en las que la funcién de las proteinas codifi-
cadas por el gen P viral no se suprime razonable, sino parcialmente, pueden producirse virus de ARN de replicacién
deficiente, que tengan una funcién de transcripcion suficiente para ser apropiados para la produccién de vacunas vi-
vientes.

Un objeto de la presente invencion es por tanto, un virus de ARN de cadena negativa recombinante, que sea de
replicacion deficiente y competente en la transcripcion. El virus conforme a la invencién contiene un genoma viral
con una mutacién en el gen P, conllevando la mutacién a la pérdida de la replicacién del genoma sin pérdida de la
capacidad de transcripcién secundaria.

El virus conforme a la invencién es una condicién para la produccién de vacunas vivientes, particularmente para la
produccién de vacunas vivientes con un elevado perfil de seguridad, que sean especialmente apropiadas para el empleo
en pacientes de riesgo con un sistema inmunolégico débil o dafiado.

La presente invencién hace también referencia a un nucleocdpside del virus recombinante, comprendiendo el ARN
viral de cadena negativa, complejado con las proteinas N, L y P, asi como el ARN de cadena negativa del virus
recombinante en forma aislada.

Otro objeto de la invencién es un ADNc, que codifique un ARN de cadena negativa conforme a la invencidn,
particularmente un ARN viral o/y un ARN complementario a éste.

Otro objeto mas de la invencién es una linea celular para la amplificacion del virus de ARN de cadena negativa
recombinante conforme a la invencion.

El virus de ARN de cadena negativa recombinante conforme a la invencién puede obtenerse mediante mutacién de
un virus inicial en el gen P. el virus de partida puede ser un virus natural de ARN de cadena negativa, particularmente de
las familias Paramyxoviridae o Rhabdoviridae o variantes recombinantes de estos. Son representantes especialmente
preferentes los paramyxovirus, por ejemplo, virus Sendai, virus parainfluenza humano o bovino, por ejemplo, virus
parainfluenza humano (hPIV) tipo 1, 2, 3, 4a 0 4b, virus de la enfermedad de Newcastle, virus de las paperas, virus del
sarampion o virus sincitial respiratorio humano (hRSV) o Rhabdo-virus, por ejemplo, virus de la estomatitis vesicular
(VSV). El virus es, de manera especialmente preferente, un virus Sendai, por ejemplo, de la variedad Fushimi (ATCC
VR105). La invencion abarca también a las variantes recombinantes de los virus citados anteriormente, tal y como se
describen, por ejemplo, en la EP-A 702 085, EP-A-0 863 202 o WO 01/42445.

Otros virus de ARN de cadena negativa preferentes son los representantes de las Rhabdoviridae, Filoviridae,
Bomaviridae, Arenaviridae o Bunyaviridae, por ejemplo, VSV.

El virus Sendai es - del mismo modo que otros paramyxovirus - un virus encapsulado con nucleocédpside helicoidal
(Figura 1). La envoltura consiste en una menbrana lipidica, que procede de la membrana plasmdtica de la célula
huésped, de la que se liber6 el virus. En la envoltura viral se anclan glicoproteinas transmembranarias, o sea, la
proteina de fusion (F) y la hemaglutinina-neuramidasa (HN). La proteina matricial (M) reviste la cara interna de la
membrana. El nucleocdpside contenido en la envoltura consiste en ARN monocatenario en complejo con proteina
nuclear (N), ligando una proteina N, en cada caso, 6 nucleétidos del ARN, una ARN polimerasa dependiente del ARN
(L) y el co-factor fosfoproteina (P).

El genoma de ARN de cadena negativa del virus Sendai contiene los genes de las 6 proteinas estructurales en la
secuencia: 3’-N-P/C-M-F-HN-L-5" (Figura 2). El gen P/C codifica en conjunto 8§ proteinas, la fosfoproteina estructural
y todas las proteinas no-estructurales conocidas hasta ahora.

Las proteinas P, N y L son importantes para una transcripcion y replicacién funcionales (Lamb et al., Paramyxovi-
ridae: Los Virus y su Replicacién. Fields Virology, 4* Ed. (2001), Lippincott, Williams & Wilkins, Philadelphia, 1305-
1340).

El virus de ARN de cadena negativa recombinante conforme a la invencién contiene una mutacién en el gen P. La
mutacién puede ser una supresion, sustitucioén o/y insersion en el gen P, que produzca una deficiencia en la replicacién
del virus, pero que no destruya la capacidad para la transcripcién. La mutacién se relaciona preferentemente con una
secuencia parcial de las proteinas codificadas por el gen P, necesaria para la replicacion, mientras que otras secuencias
parciales necesarias para la transcripcion se mantienen funcionales.
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En la presente invencion, el virus recombinante presenta una mutacién en el gen P, es decir, en una secuencia
parcial N-terminal del gen P. La mutacién se relaciona preferentemente al menos con el rango de los aminodcidos
33-41 de la proteina P, que son importantes para la replicabilidad. Se prefiere ademads, que el rango C-terminal (a
partir del aminoécido 320) no tenga ninguna mutacién que perjudique a la funcién de transcripcién. La mutacién es,
de manera especialmente preferente, una mutacién en el rango de los aminodcidos 2-77 que origine la pérdida de la
replicabilidad, por ejemplo, una supresion de (a) los aminodcidos 2-77 de la proteina codificada por el gen P o (b) una
secuencia parcial de (a) suficiente para la pérdida de la replicabilidad. Las mutaciones apropiadas pueden realizarse
también en proteinas P de otro virus de ARN de cadena negativa, por ejemplo, de otro paramyxovirus, por ejemplo,
hPIV3.

El virus recombinante conforme a la invencién es deficiente en la replicacién y competente en la transcripcion.
La pérdida de la replicabilidad significa que, en una célula objetivo (una célula, que no proporcione ninguna de
las funciones en trans suprimidas por mutacién), no hay ninguna amplificacién comprobable del genoma virico, no
existiendo, en contraste con una deficiencia reducida y/o conditional en la replicacién, tampoco ninguna condicién
permisiva, en la que pueda verificarse una replicacién. La determinacién de la pérdida de la replicabilidad puede
realizarse tal y como se describe en el Ejemplo 8. El virus conforme a la invencién es, sin embargo, capaz de transcribir,
tras la infeccién en una célula objetivo, los productos génicos codificados por él, de forma que pueda realizarse en
la célula objetivo una expresion de las proteinas virales incluyendo uno o varios productos génicos heterélogos. Es
importante, que el virus recombinante conforme a la invencion tenga la capacidad para la transcripcion secundaria, es
decir, los productos génicos virales, originados por transcripcién primaria con los componentes proteicos contenidos
inicialmente en el nucleocdpside, son capaces de originar o/y apoyar incluso una transcripcion secundaria. La extension
de la transcripcién secundaria conlleva, por tanto, una sintesis de proteinas de preferentemente al menos un 1%, al
menos un 2%, al menos un 3%, al menos un 4% o al menos un 5% frente a un virus de tipo salvaje apropiado, es
decir, un virus sin la mutacién en el gen P. La capacidad para la transcripcién secundaria puede ser reducida frente al
virus de tipo salvaje apropiado, aunque preferentemente, a lo sumo, en torno al factor 20, de manera especialmente
preferente, a lo sumo, en torno al factor 10. La capacidad para la transcripcién secundaria puede determinarse como
en el Ejemplo 7.1 o/y 7.3 mediante determinacion cuantitativa de la expresién de un producto génico heter6logo, por
ejemplo, de una proteina reportera.

El virus recombinante conforme a la invencién contiene, junto a la mutacién, preferentemente al menos un transgé-
nico, es decir, al menos una secuencia codificadora de un producto génico heterélogo. El producto génico heter6logo
puede ser una proteina, por ejemplo, una proteina reportera, por ejemplo, una proteina de fluorescencia, como por
ejemplo, GFP o un derivado de ésta, o un antigeno, contra el que deberia producirse una respuesta inmunolédgica, o
una proteina terapéutica, por ejemplo, una proteina para la viroterapia o también una molécula funcional de ARN, por
ejemplo, un ARN antisentido, una ribozima o una molécula de ARNsi apta para la interferencia del ARN. El produc-
to génico heterdlogo es preferentemente un antigeno, procedente de un patégeno, como por ejemplo, un virus, una
bacteria, un hongo o un protozoo, un antigeno tumoral o un autoantigeno. El antigeno es, de manera especialmente
preferente, un antigeno viral, procedente de un virus heterélogo de ARN de cadena negativa, como por ejemplo, un
virus parainfluenza humano o RSV, por ejemplo, hPIV3 F y HN y/o hRSV F y G. El virus conforme a la invencién
puede contener una o varias, por ejemplo, dos o tres, secuencias codificadoras de un producto génico heterélogo.

En el genoma del virus recombinante pueden insertarse secuencias codificadoras de productos génicos heterélogos.
Por otro lado, las secuencias codificadoras de productos génicos homdlogos, por ejemplo, los genes F o/y HN, pueden
sustituirse también por secuencias, que codifiquen productos génicos heter6logos, por ejemplo, productos génicos
quiméricos. También son posibles las combinaciones de transgénicos insertados y sustituidos.

Asi pueden sustituirse total o parcialmente, por ejemplo, secuencias de un virus Sendai por secuencias heter6logas
de otro virus de ARN de cadena negativa, por ejemplo, por secuencias de virus parainfluenza, por ejemplo, hPIV3, o/y
por secuencias de RSV. Se emplean secuencias quiméricas de manera especialmente preferente, es decir, secuencias
constituidas por secciones del genoma virico de base y secciones de un genoma virico heterélogo. Por ejemplo, pueden
utilizarse genes F o/y HN quiméricos en el genoma virico, compuestos por secuencias del genoma virico de base, por
ejemplo, virus Sendai y secuencias heter6logas, por ejemplo, de virus parainfluenza humanos, como por ejemplo,
hPIV3, o/y RSV.

El virus recombinante puede contener uno o varios transgénicos diferentes. Cuando haya varios transgénicos, estos
podran ser del mismo o distinto origen, que puede proceder, por ejemplo, de un tnico o de varios patégenos, por
ejemplo, virus, diferentes. Asi puede haber transgénicos formados por varios, por ejemplo, 2 6 3 patégenos diferentes,
preferentemente virus, de manera especialmente preferente virus de ARN de cadena negativa.

La incorporacién de transgénicos a paramyxovirus se describe, por ejemplo, en Hasan et al. (J. Gen. Virol. 78
(1997), 2813-2820), Bukreyev et al., (J. Virol. 70 (1996), 6634-6641), Yu et al. (Gene Cells 2 (1997), 457-466),
Masaki et al. (FASEBVB J. 15 (2001), 1294-1296), Shiotani et al. (Gene Therapy 8 (2001), 1043-1050) y Bitzer
et al. (Mol. Therapy 7 (2003), 210-217). Los transgénicos se insertan preferentemente en la zona 3’- del genoma
viral. La insersion se lleva a cabo, por ejemplo, en forma de casetes de transcripcion, introduciéndose en el plano
del vector (es decir, sobre el plano del vector, por ejemplo, de un vector de pldsmidos, que codifica el ARN de
cadena negativa), directamente después de la zona lider, uno o varios casetes de transcripcién con interfaces singulares
de restriccion para la integracion del respectiva marco de lectura. Una integracién de varios transgénicos se lleva a
cabo preferentemente en casetes de transcripcién independientes en cada caso. Un casete de transcripcién contiene
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preferentemente la secuencia codificadora del producto génico heter6logo en enlace operativo con una secuencia de
inicio de la transcripcion y una secuencia de conclusién de la transcripcion y preferentemente sefiales de traduccion.

Otro objeto de la presente invencién es una molécula monocatenaria o bicatenaria de ADN, por ejemplo, una
molécula de ADNc, que codifique un genoma virico de ARN de cadena negativa recombinante conforme a la invencién
0 una etapa previa de éste o el antigenoma virico o una etapa previa del mismo. El término “etapa previa” significa,
en este contexto, que la molécula de ADN no contiene atin ninguna secuencia codificadora de un producto génico
heter6logo, sino Unicamente una posicion de clonacidn para la insersién de tal secuencia. La posicién de clonacién
puede ser una interfaz de restriccion, por ejemplo, una interfaz de restriccion singular o no-singular en el ADN o una
posicion de clonacién miiltiple, conteniendo varias interfaces de restriccién consecutivas, preferentemente interfaces
de restriccion singulares. La molécula de ADN codificadora del genoma virico o/y la secuencia complementaria se
encuentra preferentemente en enlace operativo con secuencias apropiadas de control de la expresion.

La molécula de ADN es preferentemente un vector, por ejemplo, un vector de pldsmidos, apropiado para la pro-
pagacion en una célula huésped apropiada, es decir, en una célula de amplificacién de vectores o plasmidos, preferen-
temente en una célula procaridtica, pero también en una célula eucaridtica, particularmente en una célula mamaria,
y que presenta los elementos genéticos necesarios para ello, como por ejemplo, fuente de replicacion, secuencias de
integracion o/y secuencias de marcadores de seleccion.

La molécula de ADN contiene la secuencia codificadora del virus recombinante o la secuencia complementaria,
preferentemente bajo control de una sefial de transcripcion, de forma que, durante la transcripcién con una ARN
polimerasa dependiente del ADN en una célula huésped apropiada para la elaboracion inicial del virus, es decir, en
una célula de produccién de virus, pueda formarse el ARN viral de cadena negativa. La sefial de transcripcion se
selecciona de forma que posibilite una transcripcion eficiente del ADN en la célula huésped empleada en cada caso.
Para esto puede emplearse también una sefial de transcripcion heter6loga para la respectiva célula, por ejemplo, un
promotor de bacteri6fago, como por ejemplo, el promotor T7 o SP6, teniendo que contener la célula de produccién
de virus entonces también una ARN polimerasa dependiente del ADN heteréloga apropiada, por ejemplo, la ARN
polimerasa T7 o SP6, que produzca la transcripcién. La molécula de ADN contiene ademads, junto a la sefial de
transcripcion, preferentemente en el extremo 3’- de la secuencia codificadora del virus recombinante, un terminador
de la transcripcion y una secuencia de ribozimas, que posibilite una divisién de la transcripcién al final de la secuencia
viral. La célula de produccién de virus es preferentemente una célula eucaridtica y particularmente una célula mamaria.

La célula de produccién de virus conforme a la invencién contiene, por otra parte, junto al ADN codificador del
paramyxovirus de replicacion deficiente, secuencias colaboradoras, cuyos productos génicos posibiliten un ensamblaje
en trans del ARN de virus recombinante conforme a la invencién. La célula puede contener ademds para ello, por
ejemplo, uno o varios vectores, que dispongan de la proteina N, la proteina P o/y la proteina L en trans. De este modo
se posibilita un ensamblaje de nucleocdpsides del virus recombinante conforme a la invencién en la célula productora.

La amplificacién del virus recombinante ensamblado inicialmente en la célula de produccién de virus se lleva a
cabo en una célula de amplificacién de virus, infectada con el virus conforme a la invencién. La célula de amplificacién
de virus contiene adicionalmente secuencias colaboradoras como las citadas anteriormente, para el suministro de la
proteina N, o/y de la proteina P en trans. Preferentemente se emplea una célula de amplificacién de virus, en la que se
lleva a cabo una expresion estable de las secuencias colaboradoras, por ejemplo, mediante integraciéon gendmica. La
célula de amplificacién de virus es preferentemente una célula mamaria. Una célula de amplificacién especialmente
preferente es la célula H29 derivada de una célula 293, de una linea celular de fibroblastos renales embrionarios
humanos o una célula derivada de esta. La célula H29 se deposité el 05.11.2004 (DSM ACC2702) conforme a las
determinaciones del Tratado de Budapest en la agrupacion alemana para microorganismos y cultivos celulares GmbH,
Braunschweig, via Mascheroder. Resultan también apropiadas las células derivadas de células Vero, de una linea de
células renales del cercopiteco verde africano, o de células LLCMK?2, de una linea de células renales del mono resus,
transfectadas de manera estable con secuencias colaboradoras apropiadas, por ejemplo, genes SeV Ny P.

Otro objeto de la invencién es por tanto, una célula, preferentemente una célula eucaridtica y de manera espe-
cialmente preferente una célula mamaria, conteniendo (i) una molécula de ADN, que codifique el genoma del virus
recombinante conforme a la invencion o/y la secuencia complementaria del mismo o una etapa previa del mismo, o/y
(i1) un genoma de ARN del virus conforme a la invencién. La célula puede ser una célula de amplificacién de vectores,
una célula de produccion de virus o una célula de amplificacién de virus, tal y como se ha explicado anteriormente.

Cuando la célula sea una célula de amplificacion de vectores, por ejemplo, una célula de amplificacién de plasmi-
dos, puede emplearse cualquier célula apropiada para la amplificacién del vector apropiado, por ejemplo, también una
célula procaridtica, como por ejemplo, una célula de E. coli transformada.

Cuando la célula sea una célula de produccién de virus o de amplificacién, contendrd secuencias colaboradoras
para la produccién de las proteinas viricas N,P o/y L en trans. E1 ADN introducido en una célula de produccién de
virus se encuentra preferentemente bajo el control de una sefial de transcripcidn heteréloga, conteniendo la célula
favorablemente ademds un ADN, que codifica una ARN polimerasa heteréloga dependiente del ADN, que reconoce
la sefial de transcripcion heteréloga y produce la transcripcién del ADN codificador para el virus de ARN de cadena
negativa recombinante.
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Cuando la célula sea una célula de amplificacion de virus, se infectard con una molécula de ARN viral genémica,
por ejemplo, en forma de nucleocdpside, y contendrd las secuencias colaboradoras en forma producible de manera
estable.

Otro objeto mds de la presente invencion es un procedimiento para la produccion de un virus de ARN de cadena
negativa recombinante conforme a la invencién, comprendiendo los pasos:

(a)  suministro de una célula de produccion de virus, transfectada con una molécula de ADN, que codifique el
genoma de un virus de ARN de cadena negativa, conteniendo una mutacién en el gen P, que conlleve la
pérdida de la replicabilidad del genoma sin pérdida de la capacidad de transcripcidn, y, si fuera necesario,
al menos una secuencia codificadora de un producto génico heterélogo, y

(b)  cultivo de la célula huésped en unas condiciones, en las que se lleve a cabo una transcripcion de la molécula
de ADN conforme a (a) y se produzca el virus de ARN de cadena negativa recombinante.

La célula huésped es capaz preferentemente de proporcionar la proteina N, la proteina P y/o la proteina L en
trans, por ejemplo, mediante transfeccién con los pldsmidos colaboradores apropiados, que contengan secuencias
codificadoras de las proteinas N, P o/y L.

Para la produccién de mayores concentraciones de nucleocdpsides y/o de particula virica se emplea preferente-
mente una célula, que, de manera estable, produzca constitutivamente o de manera inductible las proteinas N,+ o/y
P, preferentemente al menos la proteina P de un virus de ARN de cadena negativa. Por tanto, la invencién hace tam-
bién referencia a un procedimiento para la amplificacién de un virus de cadena negativa recombinante conforme a la
invencién de ARN, comprendiendo los pasos:

(a) suministro de una célula de amplificacion de virus, infectada con un virus de ARN de cadena negativa, con-
teniendo una mutacién en el gen P, que conlleve la pérdida de la replicabilidad del genoma viral sin pérdida
de la capacidad de transcripcién secundaria, y si fuera necesario, al menos una secuencia codificadora de
un producto génico heterélogo, y

(b)  cultivo de la célula huésped en unas condiciones, en las que se lleve a cabo una amplificacién del virus.

Otro objeto mds de la presente invencion es una composiciéon farmacéutica, que contenga un virus de ARN de
cadena negativa recombinantes de replicacion deficiente y competente en la transcripcion, tal y como se ha indicado
anteriormente, o su nucleocdpside como principio activo, asi como, si fuera necesario, como materiales de soporte o/y
auxiliares farmacéuticamente habituales. La composicién farmacéutica es apropiada para aplicaciones en medicina
y veterinaria. Puede emplearse particularmente como vacuna o para la terapia antitumoral, particularmente para el
empleo en pacientes de riesgo, como por ejemplo, nifios, personas mayores o/y personas con sistema inmunolégico
dafiado o debilitado. La composicién farmacéutica puede contener ademads el virus de ARN de cadena negativa en su
envoltura viral nativa.

De manera especialmente preferente el empleo como vacuna, por ejemplo, como vacuna contra patégenos, como
virus, bacterias o protozoos. Cuando el virus recombinante contenga un transgénico o varios transgénicos del mismo
origen, por ejemplo, a partir de un tnico patégeno, serd una vacuna monovalente. Cuando el virus recombinante
contenga transgénicos de diferente origen, podrd utilizarse también como vacuna polivalente, por ejemplo, como
vacuna bi- o trivalente. Puede producirse, por ejemplo, una vacuna polivalente contra varios virus patégenos, por
ejemplo, contra varios virus patogenos de ARN de cadena negativa, como por ejemplo, virus parainfluenza humano y
RSV.

Una vacuna conforme a la invencidn es capaz de activar una respuesta inmunoldgica humoral, preferentemente la
formacién de anticuerpos neutralizantes, o/y una respuesta inmunoldgica de las células T. De manera especialmente
preferente se activan una respuesta inmunoldgica humoral y una respuesta inmunolégica de las células T.

La composicién farmacéutica puede existir en forma de disolucion, suspension, de liofilizado o en cualquier otra
forma apropiada. La composicién puede contener, junto al principio activo, medios para el ajuste del valor del pH,
tampones, medios para el ajuste de la tonicidad, agentes humectantes y similares, asi como adyuvantes. La admi-
nistracion puede realizarse por la via habitual, por ejemplo, oral, tépica, nasal, pulmonar, etc., en forma de aerosoles,
liquidos, polvos, etc. Se suministra ademads una dosis terapéuticamente efectiva a los pacientes, dependiendo esta dosis
de la respectiva aplicacion (por ejemplo, viroterapia o vacuna), del tipo de enfermedad, del estado de salud y pso del
paciente, del tipo de administracién y de formulacién, etc. Habitualmente se suministran por aplicacién de 10° a 107
particulas viricas, de manera especialmente preferente de aprox. 10* a 10°® particulas viricas. Si fuera necesario, se pue-
den suministrar conjuntamente varias particulas viricas diferentes, por ejemplo, en el caso de las vacunas combinadas.
La administracién puede realizarse en una o en miltiples ocasiones, en funcién de las necesidades.

Son dmbitos de aplicacién preferentes, por ejemplo, la prevencion y/o tratamiento de enfermedades viricas respi-
ratorias.
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La presente invencidn deberia explicarse ademds con las siguientes Figuras y Ejemplos.
Ejemplos
1. General

La Figura 1 muestra la morfologia de un virus Sendai (SeV) segin Fields (Virologia. Lippincott, Williams y
Wilkins (2001), 4* Ed.; modificada). El genoma consiste en un ARN monocatenario, presente con las proteinas N, Py
L en forma de nucleocépside. El nucleocdpside estd rodeado por una membrana de envoltura, en la que se alojan las
proteinas HN y F (compuestas, en cada caso, por una subunidad F, y F,). La proteina M, vinculada al mismo tiempo
también con los componentes del nucleocdpside, estd asociada a la cara interna de la membrana.

El genoma de ARN monocatenario negativamente orientado del virus Sendai tipo salvaje consiste en 15384 nu-
cleétidos. Los genes de las 6 proteinas estructurales se encuentran en la secuencia 3’-N-P/C-M-F-HN-L-5’ (Figura 2).
Entre los genes hay transiciones de 50-80 nucledtidos, que contienen, en cada caso, una region fuertemente conservada
de 22 nucleétidos: la sefial de terminacién del gen precedente, una secuencia intergénica y la sefial de inicio para el
siguiente gen. Una unidad formada por sefial de inicio, marco de lectura abierto (ORF), si fuera necesario, regiones
no-traducidas y sefial de terminacién se designa como casete de transcripcion. Antes del gen N hay una secuencia
lider (Id) de 55 nucleétidos de longitud, que se transcribe, evidentemente no se traduce. Detrds del gen L se encuentra
la secuencia trailer (tr) de 54 nucleétidos de longitud. Las regiones 1d y tr funcionan como promotores gendémicos y
antigenémicos para la replicacién del genoma y/o antigenoma. Las moléculas de ARNm formadas por transcripcion
son monocistrénicas a excepcién del ARN P/C.

El ciclo de amplificacién del virus Sendai comprende la entrada en la célula huésped, la transcripcién y traduccion,
asi como la replicacion y envejecimiento del virus con posterior eliminacién de los virus nuevamente producidos. Las
proteinas N, P y L intervienen particularmente en la operacion de transcripcion, representando L la ARN polimerasa
dependiente del ARN viral con todas las actividades cataliticas. Como el genoma del virus Sendai se encuentra en
orientacion de cadena negativa, el ARN viral no puede traducirse directamente a proteinas. Primero se lleva a cabo
una transcripcion primaria a ARNms mediante ARN polimerasa, que se inserta en la célula asociada al nucleocépside.

La Figura 3 muestra una representacion esquemadtica del modo de transcripcién del virus Sendai. El complejo de
polimerasa, compuesto por una proteina L y un homotetrdmero de proteinas P, se desplaza ademds sobre el RNA
empaquetado con proteinas N en la direccion del extremo 5°-. Se lee ademas la informacién genética sobre el ARN de
cadena negativa gendmico y se transcribe en ARNm de cadena positiva.

La replicacién del genoma comprende la elaboracion de nuevos genomas viricos con polaridad negativa. Para ello
se forman primero antigenomas, que sirven entonces como matrices para la formacién de los genomas sirven. Como
la transcripcién comienza en el extremo 3’- del genoma (Id), es necesaria una conmutacién del modo de transcripcién
al de replicacion. Esta conmutacién estd determinada por la cantidad de proteina N libre en la célula. S6lo cuando se
haya formado suficiente proteina N tras la traduccién de las moléculas de ARNm, puede realizarse una replicacion.
Después de que haya un antigenoma, complejado con proteinas N a lo largo de toda su longitud, éste puede servir
de matriz para la produccion de otros genomas. Estos se empaquetan asimismo directamente con proteinas N. Las
proteinas N, P y L son de nuevo responsables del proceso de replicacion (Figura 4).

Durante la replicacion virica se sintetizan también proteinas virales progresivamente mediante el nimero creciente
de moléculas de ARNm. Entonces se transportan los complejos de ARN viral y proteinas virales (nucleocdpsides)
en forma de vesiculas secretoras a la membrana citoplasmdtica, donde se produce el recubrimiento con proteinas
superficiales virales y la gemacion de las particulas viricas.

En el contexto de la presente invencién se proporcionan mutantes de virus recombinantes, en los que las funciones
de transcripcidn y replicacion estan desacopladas, es decir, los virus son competentes en la transcripcion, pero defi-
cientes en la replicacién. La funcion de replicacion faltante del genoma se tiene que compensar para la elaboracién de
particulas viricas y/o sus nucleocapsides mediante células colaboradoras, que complementan en frans la proteina viral
ausente o de funcidn deficiente. Una célula colaboradora preferente es la linea celular H29 (Willenbrink y Neubert, J.
Virol. 68 (1994), 8413-8417). Esta linea celular se deposit6 en el contexto de la presente solicitud conforme a las de-
terminaciones del Tratado de Budapest bajo el nimero de archivo DSM ACC2702 del 05.11.2004. Para la produccién
de virus de replicacién deficiente, pero competentes en la transcripcion, no se eliminé completamente el gen codifica-
dor de la proteina P, sino s6lo un dominio esencial para la replicacion del genoma. Asi se sabia de trabajos anteriores
(Curran, Virologia 221 (1996), 130-140; Curran et al. J. Virol. 69 (1995), 849-855), que la replicacién del genoma se
inhibe en un sistema in vitro suprimiendo los amino4cidos 2-77 de la proteina P, mientras que la transcripcion viral
permanece activa.

La Figura 5 muestra una representacion esquematica de la proteina P con sus dominios N- y C-terminales (PNT,
PCT), el dominio de tetramerizacién (aminodcidos 320-446), el dominio P:L (aminodcidos 411-445) y el dominio
dominio vinculante P:RNP (aminodcidos 479-568). Para una desconexién de la funcién de replicacion del genoma
viral con conservacién simultidnea de la capacidad para la sintesis de ARNm viral, se seleccion6 una supresion de los
primeros 77 aminodcidos de la proteina P. Se elabor6 ademds por primera vez un mutante apropiado del virus Sendai
(SeV-PA2-77), en el que se suprimié la zona 5’-terminal del P-ORF. Este virus sélo puede codificar proteinas P
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acortadas en su regién N-terminal. Los estudios de infeccién muestran, que el mutante del virus no puede amplificarse
en el cultivo celular. Con ayuda de la linea de células colaboradoras H29 (DSM ACC2702), que proporciona, entre
otros, la necesaria proteina P de tipo salvaje, puede lograrse una amplificacién del mutante del virus. La eficiencia de
la amplificacién virica asciende a aprox. el 45%, en comparacién con los virus Sendai de tipo salvaje.

Tras la infeccidn, el mutante del virus conforme a la invencién es capaz de producir transgénicos codificados por
virus en células infectadas. La proteina P acortada producida por el mutante del virus fomenta suficientemente la
sintesis secundaria de ARNm viral. La sintesis de proteinas codificadas por virus se extiende en las células infectadas
a lo largo de varios dias y es s6lo en torno al factor de aprox. 10 menor que la del tipo salvaje de virus, de forma que
al emplear el mutante como vacuna pueda esperarse de manera segura una respuesta inmunoldgica suficiente.

2. Elaboracion de Estructuras Bdsicas para Vectores de Virus Sendai de Replicacion Deficiente (SeVV)
2.1 Elaboracion de una Construccion de ADNc pSeV-X

Se inserté un casete de transcripcién codificador en la zona 3’- del SeV, variedad Fushimi (ATCC VR105). En
todas las manipulaciones del genoma se tiene que observar incondicionalmente, que el niimero total de nucleétidos
del genoma recombinante del SeV puede dividirse por seis (“rule of six”).

Partiendo del ADNc pSeV empleado como matriz se proporcionaros dos fragmentos de PCR, PCR X Iy PCR X
I, para la elaboracién del pSeV-X (Figura 6).

El PCR X I (370 bp) consiste en la secuencia del promotor de T7 (T7-prom.), de la secuencia lider (Id), el inicio
del gen N con 5’-NTR hasta antes del codén de inicio del N-ORF (Open Reading Frame). A través del imprimador
inverso X I (+) (Tabla 3) se afiadieron una interfaz de restriccion Notl singular y 24 nucleétidos de la secuencia de
parada del gen N. Los 24 nucleétidos de la secuencia de parada del gen N del PCR X1, insertados por el imprimador
mutagénico XI (+), sirven en el siguiente paso de fusiéon como la zona que se solapa con PCR XII.

El PCR XII (970 bp) consiste en la secuencia de inicio del gen N y del primer tercio del N-ORF. A través de un
imprimador forward XII se afiadieron tanto la secuencia del 3’-NTR N y la secuencia de parada del gen N, como
también la region intergénica (IR). El imprimador inverso XII (+) se fija en el primer tercio del N-ORF brevemente
detrds de la interfaz Sphl singular en el SeV genoma. El amplicén PCR XI estaba en la zona 3’- complementaria a
la zona 5’°- del PCR X II. Mediante esta zona solapante podian fusionarse los dos fragmentos fragmentos de PCR,
X I'y XII. Después de efectuarse el PCR podia insertarse el producto de fusién (1310 bp) mediante descomposicién
por restriccién con las enzimas Mlul y Sphl en el vector pSeV tratado asimismo con Mlul y Sphl. A partir de los
clones obtenidos se aislé ADN del pldsmido mediante preparacién del plasmido y mediante analisis de restriccion y
se comprobd en el secuenciado la correcta insersion del casete de transcripcion. La construcciéon de ADNc pSeV-X
estaba, por tanto, disponible.

Para poder seguir facilmente la elaboracién de virus recombinantes, se insert6 ahora el gen para la enhanced
green fluorescent protein - gen mejorado de la proteina verde fluorescente - (eGFP) en el casete vacio del pSeV-X.
El eGFP-OREF se amplificé mediante PCR a partir del plasmido de expresiéon pPEGFP-N1 (Fab. Clontech), lograndose
con imprimadores mutagénicos el cumplimiento der “rule of six” y la adicién de dos interfaces Notl flanqueantes.
El fragmento de PCR originado de 771 bp de tamafio se descompuso con la enzima de restricciéon Notl y se aislo
un fragmento 738 bp de tamafio mediante elucion del gel, que se insertd a través de la interfaz Notl del pSeV-X en
su casete de transcripcién “vacio” pSeV-X. Tras la transformacién de E. coli, preparacién de plasmido y posterior
secuenciado del marco de lectura del eGPF insertado a través del PCR estuvo disponible la construccién de ADNc
pSeV-eGFP.

2.2 Elaboracion de la Construccion de ADNc pSeV-X-X

Con la construccion pSeV-X-X deberian proporcionarse dos casetes de transcripcion adicionales, en los que pue-
den incirporarse dos transgénicos. El empleo de pSeV-X-X como vector base para la elaboracion de los vectores de
replicacion deficiente deberia posibilitar dotar al vector de propiedades multivalentes, por ejemplo, trivalentes.

El pSeV-X-X se elaboré a través de una reaccion de PCR, en la que el pSeV-X servia como plantilla (Figura 7).
El imprimador XX-forward se hibrid6 con pSeV-X en la zona de la interfaz Notl y el 3’-NTR del segundo casete de
transcripcion a integrar. Una interfaz de restriccion SgrA singular se introdujo con ayuda del imprimador XX-forward
entre la interfaz Notl y el 3’-NTR. Sirve como interfaz singular de restriccién para la posterior insersiéon del ORF
de un transgénico. En el producto del PCR XX siguen parada del gen, region intergénica (IR), inicio del gen y 5°-
NTR. Mediante el imprimador XX (+), hibridado con el 5’-NTR, se insertaron las interfaces singulares de restriccién
Fsel y Nru [ insertado. La interfaz Fisel sirve para la incorporacién del ORF de un segundo transgénico. La interfaz
singular Nru [ se clond previsoramente, para poder integrar, si fuera necesario, un tercer casete de transcripcion. El
imprimador XX (+) se hibrid6 en la zona 3’- con la secuencia de la interfaz Notl del pSeV-X. El producto del PCR
XX (220 bp) se traté con la enzima de restriccién Notl y ein fragmento de 144 bp mediante extraccién con gel se
aisla. Este fragmento, concebido en cumplimiento de la “rule of six”, podra incorporarse entonces en el plasmido
pSeV-X tratado asimismo con Notl. Tras la verificacién de la correcta orientacion del fragmento XX de Notl PCR y
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verificacion de la secuencia estuvo listo el plasmido pSeV-X-X. En las interfaces SgrAl y Fsel singulares se pueden
integrar transgénicos cualesquiera.

Para las investigaciones en este trabajo se proporciond a los dos casetes de transcripcién (X) de pSeV-X-X un
marco de lectura de dos proteinas fluorescentes diferentes. Por un lado, se amplificé el marco de lectura para la
proteina fluorescente eGFP a partir del plasmido de expresion pEGFP-N1 mediante reacciéon PCR en cumplimiento
de la “rule of six”, afiadiéndose con ayuda de imprimadores mutagénicos dos interfaces SgrAl flanqueantes. Tras la
descomposicién por restriccion con SgrAl y elucién del gel podia incorporarse el fragmento de aprox. 738 bp de
tamafio en el primer casete de transcripcién de pSeV-X-X (pSeV-eGFP-X). Del mismo modo se proporcionaron, por
otro lado, al ORF de la proteina fluorescente DsRed (a partir del pldsmido “pDsRed”, Fab. Clontech), en camplimiento
de la “rule of six” y a través de reaccion PCR, las interfaces de restriccion de Fsel, el ADN se descompuso y eluciond
en gel y este fragmento (702 bp) se clond finalmente en el segundo casete de transcripcion en la zona 3’- de pSeV-
eGFP-X. Se produjo la construccién pSeV-eGFP-DsRed genémica de SeV ADNCc.

3. Elaboracion de Vectores de Virus Sendai de Replicacion Deficiente (SeVV)

Se elaboraron construcciones de ADNc pSeVV-eGFP-AP, que codificaran virus Sendai de replicacién deficiente,
en los que se ha suprimido el gen para la proteina P. Para ello se tuvo que suprimir un marco de lectura del gen P en
cumplimiento de la “rule of six”- regla del seis -, debiendo conservarse un casete de transcripcién no-codificador en
la posicién apropiada (Figura 8A).

Mediante la incorporacién de una interfaz de restriccion en vez del ORF suprimido, deberia haber otro casete
funcional de transcripcion en la construccién de ADNc pSeVVeGFP -AP para posteriores aplicaciones, en el que
pueda insertarse, si fuera necesario, otro transgénico.

Como variante adicional de un SeV'V de replicacion deficiente se elabord el mutante de supresién pSeVV-eGFP-
PA2-77, que codifique una proteina P acortada N-terminalmente, a la que le falten los aminoacidos 2 a 77 (Figura 8B).

La clonacién de pSeVV-eGFP-AP deberia describirse detalladamente en el siguiente parrafo.
3.1 Clonacion de las Contrucciones de ADNc pSeVV-eGFP-AP y pSeVV-eGFP-PA2-77

El ORF de la proteina P se extrajo de la construccién de ADNc del virus competente en la replicacion pSeV-eGFP,
para preparar el nuevo ADNc pSeVV-eGFP-AP, que codifique los vectores de replicacion deficiente. En vez del P-
OREF se emple6 un interfaz de restriccion Xhol.

Para la clonacién de pSeVV-eGFP-AP se produjeron dos fragmentos de PCR denominados PCR AP Iy PCR AP 11
y, a continuacion, se fusionaron. Como plantilla para las dos reacciones de PCR sirvi6 el pSeV-eGFP. En el fragmento
PCR AP I (1272 bp) se obtuvo, a través del imprimador forward AP 1 (= N-578; Tabla 3), una hibridacién con la
plantilla en la zona del NORF antes de una posicidn Sphl singular. El imprimador inverso AP I (+) se hibridé con la
plantilla en la zona 5°-NTR del gen P hasta antes del codén del ATG de P e insertd alli la interfaz de restriccién Xhol.

El fragmento PCR AP II consiste en 1938 bp, sirviendo también aqui el pSeV como plantilla. El imprimador
forward AP 11 se hibridé con una parte de la secuencia 5’-NTR P y enganché una interfaz Xhol. El imprimador inverso
de PCR AP 1II (+) se fija en el ORF del gen F detrds de una posicién Eco4711I singular y presenta adicionalmente una
posicién Mlul artificial.

Ambos fragmentos de PCR, API y AP 1II, se enlazaron a través de la posicién Xhol. El producto de fusién- com-
puesto por una secuencia parcial del N-OREF, el casete de transcripcién de P no-codificador con interfaz de restriccion
Xhol insertada, el M, asi como una cuarta parte del F ORF - se descompuso con las enzimas de restriccion Sphl'y Miul,
se entreclond y se verifico su secuencia. De un subclon con la secuencia correcta se cort6 un fragmento SphlEco47111
de 3006 bp de tamafio, que se ligd en el vector pSeV-eGFP tratado idénticamente. Un clon pSeVV-eGFP-AP apropia-
do (ADNCc viral genémico) estd ahora disponible, tras la verificacién de la secuencia, para la elaboracion del SeVV-
eGFP-AP de replicacion deficiente (Figura 9).

Para la construccién del mutante por supresion pSeVV-eGFP-PO2-77 se emple6 un PCR con dos imprimadores
mutagénicos. El imprimador forward “Xhol PA2-77” contiene una posicién Xhol, seguida de un codén de inicio de
ATG, asi como codones para los aminodcidos 78 s 86 de la proteina P. El imprimador inverso “PA2-77 (+) Xholl”
contiene los 10 dltimos codones de la proteina P y una posicién Xhol. El marco de lectura de la proteina P acortada
N-terminalmente unos 76 aminoécidos se elaboré por medio de PCR, partiendo de la plantilla pSeV, en cumplimiento
de la rule of six. El fragmento descompuesto por Xhol, de 1488 bp de tamafio, se inserté a través de dos pasos de
clonacién el el casete de transcripcién de pSeVVeGFP-AP no-codificador en la posicién del P-ORF inicial. Tras la
verificacion de la secuencia hubo ahora también un clon de ADNc gendmico disponible para la elaboracién del SeVV-
eGFP-PA2-77 de replicacion deficiente.

La supresion de los codones 2 a 77 en el P-ORF tiene como consecuencia que, en el caso de las proteinas no-
estructurales, también la proteina estd acortada N-, V- y W- terminalmente y permanece codificada por la familia C
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s6lo ain C’ - asimismo truncada -; las proteinas C, Y1y Y2 no pueden seguirse traduciendo, debido al codén de inicio
ausente, por el ARNm acortado.

La secuencias de imprimadores para la clonacién de pSeVV-eGFP-AP se enumeran en una lista de los oligo-
nucledtidos de ADN empleados (Tabla 3). Los productos de PCR producidos, PCR I y PCR 1I, se fusionaron y se
amplificaron con ayuda del imprimador forward del PCR I y del imprimador inverso del PCR II. A continuacién se
descompusieron los productos de fusion del PCR con enzimas de restriccion, presentes singularmente en los pSeV-
eGFP y que autorizan la insercién del producto de fusién apropiado en pSeV-eGFP (por ejemplo: Narl durante la
clonacion de pSeVV-eGFP-AN, ver Tabla 1). El producto de fision purificado se inserté mediante ligadura en el vector
pSeV-eGFP digerido asimismo con las enzimas apropiadas.

TABLA 1

Panordmica de los Imprimadores e Interfaces de Restriccion Empleados Durante la Clonacion del pSeVV-eGFP-AP

pSeVV-eGFP-AP
Par de Imprimadores PCR 1 APLAPI(H)
Par de Imprimadores PCR 11 APIL APII (+)
RSS' del casete de transcripcion | XAol
RSS® de la clonacién Sphl + Eco4 711l

§ RSS = interfaz de restricciéon

Las células de E. coli se transformaron con una parte de los insertos por ligacién y se aislé el ADN de plasmido de
los clones obtenidos mediante mini-preparacién de pldsmidos. Tras la verificacion de la secuencia correcta mediante
andlisis de restriccién y secuenciado se produjo una preparacion de plasmido (ADN Maxi Prep-Kit, Qiagen) a partir
de un clon positivo, y asi hubo pSeVV-eGFP-AP listo para la produccién de mutantes por supresién recombinantes.

4. Elaboracion de Mutantes del Virus de Replicacion Deficiente

A partir de las construcciones de ADNc pSeVV-eGFP-AP se sintetizaron vectores SeV de replicacion deficiente
(SeVVeGFP-AX) en cultivo celular.

4.1 Produccion Inicial de SeVV-eGFP-AP
Para la produccién de SeV recombinante con genoma completo se infecta

- o bien la linea celular “BSR-T7”, que sintetiza la T7 ARN polimerasa de manera estable (Buchholz et al:
(1999) 1. Virol. 73, 251-259)

- o cultivos celulares con el virus Vaccinia recombinante MVA-T7, que sintetiza la T7 ARN polimerasa
(Sutter et al. (1995) FEBS 371, 9-12), y

- se transfecta con el ADNc del genoma viral (pSeV), asi como los genes N, P y L codificados por plasmi-
do (pTM-N, -P, -L; Elroy-Stein et al. (1989) PNAS 86, 6126-6130). La T7-polimerasa transcribe ahora el
antigenoma viral o/y la secuencia complementaria y los genes N, P y L. La proteina sintetizada a través de
pTM-N empaqueta al ADN antigenémico y/o complementario viral sintetizado, y este niicleo del nucleo-
cépside (RNP) forma, junto con las proteinas P y L, el complejo de replicacion a través del ARN gendmico
nuevamente producido y puede empaquetarse para formar nucleocapsides (Leyrer et al., J. Virol. Meth. 75
(1998), 47-55). Posteriormente se lleva alli a cabo la transcripcién de todas las proteinas codificadas por
virus y la replicacién de otros genomas virales (Figura 10).

En contraste con la produccién de SeV wt recombinante con genoma completo descrita, en el ADNc codificado
por pldsmido de pSeVV-eGFP-AP falta la informacién genética para el gen P. Por consiguiente, los nucleocdpsides
inicialmente producidos s6lo son capaces de sintetizar los genes N, y L. La cantidad de proteina ausente necesaria
para la amplificacion de los nucleocdpsides de SeVV-eGFP, -AP tiene que proporcionarse, por tanto, exclusivamente
a través de la expresion controlada por promotor de T7 del gen P codificado por plasmido.
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La produccién de SeVV-eGFP -AP de replicacion deficiente se efectué de manera andloga a la produccién de
variantes de SeV competentes en la replicacion en células HeLLa (ATCC CCL2) o células BSR-T7. Después de una
incubacién de 48 h de duracién de las células HeLa se estudid, si se han desprendido particulas virales de SeVV-eGFP
-AP en los excesos del cultivo y cudntos mutantes por supresion iniciales se han producido.

4.2 Deteccion de SeVV-eGFP -AP Producidos Inicialmente

Los excesos de células HeLa o células BSR-T7, en las que deberia producirse inicialmente SeVV-eGFP -AP, se
estudiaron para analizar la presencia de estos vectores virales. El SeVV-eGFP -AP tiene, en comparacion con el SeV
wt recombinante, el gen reportero para eGFP integrado en la zona 3’-. Este marcador de deteccion se emplea ahora
para analizar cudntos SeVV-eGFP -AP se han formado.

En insertos paralelos se co-infectaron 5x10° células Vero (ATCC CCL18) con 1 ml de sobrenadante del cultivo
celular de las células HeLa transfectadas durante la produccién inicial de SeVV-eGFP -AP y simultdneamente con
SeV wt (MOI = 3) para la transcomplementacién de la proteina ausente. Como control se infectaron células Vero o
bien s6lo con 1ml de SeV-eGFP producido inicialmente o con SeV-eGFP producido inicialmente y simultdneamente
con SeV wt (MOI = 3).

El resultado de la co-infeccion de las células con los sobrenadantes del cultivo de produccién de SeVV-eGFP
-AP y SeV wt muestra que el mutante del virus SeVV-eGFP-AP puede producirse inicialmente y es capaz, tras la
produccidn inicial, de infectar células, lo que puede detectarse mediante una expresion transgénica eGPF comprobable.
Inicialmente pueden producirse aprox. 13x10? SeV-eGFP, 3,2 x 10> mutantes del virus SeVV-eGFP-AP.

5. Amplificacion de SeVV-eGFP-AP

Se estudid, si los vectores SeVV-eGFP-AP pueden propagarse, es decir, si son biolégicamente funcionales. La
replicabilidad deberia analizarse primero mediante suministro de las proteinas del gen P ausente mediante transcom-
plementacion viral con SeV.

5.1 Comprobacion de la Propagabilidad del SeVV-eGFP-AX

Primero tuvo que comprobarse que los mutantes fueran capaces, para una transcomplementacioén apropiada por
parte del virus SeV wt, de amplificarse e infectar ademads a las células circundantes. Para la investigacién de la pro-
pagabilidad de SeVV-eGFP-AP se ofrece de nuevo la co-infeccion de las células con SeVV-eGFP-AP y SeV wt. Las
células se infectaron en este ensayo con SeV wt en bajo MOI, se co-infectaron con SeVV-eGFP-AP y se incubaron
a lo largo de varios dias, para poder detectar asi la propagacién de los vectores SeVV-eGFP-AP mediante el nimero
creciente de células fluorescentes.

5 x 10° células Vero se infectaron simultdneamente con, de media, 100 SeVV-eGFP -AP y SeV wt producidos
inicialmente (MOI = 0,2). La co-infeccién de las células Vero con aprox. 100 particulas del virus SeV-eGFP y SeV
wt competente en la replicacion sirvié Ccomo contol positivo. Durante una fase de incubacién de 48 h de duracién
pudo observarse una amplificacién de los tres mutantes por supresién: Primero se volvieron fluorescentes en cada caso
s6lo las células Vero individuales, que hubieran sido co-infectadas con SeVVeGFP-AP y SeV wt. Después de aprox.
24 h se liberaron de estas células nuevas particulas viricas sintetizadas, capaces ahora de penetrar en tiempos conse-
cutivos. Si se infectaran estas células Vero de nuevo simultdneamente con SeVV-eGFP-AP y SeV wt, se produciria
asimismo en estas células un fenémeno de fluorescencia detectable. La amplificaciéon de SeW-eGFP-AP, en células
co-infectadas con wt pudo detectarse mediante esta “formacion de la cola” de células fluorescentes 48 horas después
y posteriormente.

Con este ensayo se garantizd que las contrucciones gendémicas de ADNc, a partir de las cuales se produce el
SeVV-eGFP-AP, sean funcionales en todas las regiones. Pudo demostrarse ademads, que es posible una amplificacién
del mutante del virus afiadiendo la proteina viral ausente. La proteina (por ejemplo, P) producida exclusivamente por
virus wt es suficiente para amplificarlos a ambos, el mutante por supresién y el wt, es decir, también una cantidad
posiblemente subdptima de proteina P conlleva la formacién de nucleocdpsides funcionales de SeV wt'y SeVV-eGFP-
AP. Suministrando la proteina ausente mediante el participante en la transcomplementacién SeV wt pudo obtenerse una
amplificacion visible del SeVV-eGFP-AP, medida por el aumento de células fluorescentes en los insertos de cultivo.

5.2 Determinacion de las Proteinas Necesarias para la Amplificacion de SeVV-eGFP-AP

A continuacién se estudié qué proteinas tendrian que suministrarse en el caso de la amplificacién de SeVV-eGFP-
AP mediante una célula colaboradora, debiendo sintetizarse las proteinas SeV N, P y L independientemente. Para una
sintesis independiente de las proteinas SeV N, P y L se suministraron los tres virus Vaccinia recombinantes (VV) W-
N, W-P, W-L, que producen las proteinas SeV N, P 6 L recombinante (Graef, H. (1994) Caracterizacién Funcional de
las Proteinas del Virus Sendai Large Recombinante (L). Disertacién, Universidad Eberhard-Karis, Tiibingen).

Se co-infectaron 1 x 10° células Vero simultdneamente con SeVV-eGFP-AP o SeV-eGFP (MOI =0,01) y VV. W-
N, -P y -L se emplearon ademads individualmente o en combinaciones (MOI = 0,5). Después de un tiempo de adsorcién
de una hora se efectu6é un cambio de medio con DMEM + 10% del suero de ternera fetal (FKS) + citosina-arabinésido
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(AraC) (100 mg/ ml) y las células se incubaron durante 72 h a 33°C, cambidndose el medio diariamente, para absorber
nuevo AraC.

La propagacion de SeVV-eGFP-AP se analiz6 tras 72 h a través de la expresiéon eGPF, En este tiempo aparecid
en los insertos positivos una amplificacion de las células fluorescentes verdes de una célula inicial hasta 10-30 células
fluorescentes adyacentes.

Los resultados de la investigacion de qué proteinas SeV son necesarias para amplificar al SeVV-eGFP-AP en las
células Vero, se resumen en la Tabla 2. El SeVV-eGFP-AP puede proliferar en solitario mediante la expresion de las
proteinas SeV P con ayuda de VV-P en las células Vero.

TABLA 2
Proteinas SeV Necesarias Para la Amplificacion de SeVV-eGFP-AP

Amplificacién in vitro por medio de VV
{ SeW-eGFP-AP P+ (N+P)+

Para la amplificacién del SeVV-eGFP-AP basta la expresion de proteina SeV P en la célula colaboradora.
5.3 Asistencia a la amplificacion de SeVV-eGFP-AP mediante células colaboradoras H29

Para las investigaciones para la amplificaciéon de SeVV-eGFP-AP con ayuda de la linea celular H29 se infectaron
1 x 10° células H29 en cuatro insertos diferentes con aprox. 100 particulas viricas -AP producidas inicialmente en las
células HeLa y/o como control para la amplificacién exitosa de SeV capaz de replicarse en células H29 con aprox.
100 particulas viricas de SeV-eGFP. En el periodo de tiempo de 1 a 10 dias después se efectud la investigacion de
la amplificacién de SeVV-eGFP-AP mediante comprobaciéon de una propagacion en forma de cola de las células
fluorescentes (formacién de manchas), partiendo de una célula H29 inicialmente infectada.

En el experimento de control pudo observarse, 3 dias después, una amplificacién de SeV-eGFP, partiendo de células
fluorescentes singulares, 1 dia después, hasta formar manchas con hasta 50 células fluorescentes. Se garantizaba, por
tanto, que se produjera una amplificacién de SeV mediante el montaje experimental seleccionado.

En el inserto con SeW-eGFP-AP pudieron detectarse 1 dia después en las cien células individuales infectadas
inicialmente. 3 dias después, aprox. un 70% de las células fluorescentes individuales, se habia desarrollado hasta
formar manchas, con hasta 30 células fluorescentes. Por tanto, pudo observarse evidentemente una difusién del SeVV-
eGFP-AP a las células H29 circundantes. Junto a las células H29 (un derivado de las células renales 293 humanas)
son también apropiados los derivados de células Vero (células renales del cercopiteco verde africano) y derivados de
células LLCMK?2 (células renales del mono resus), transfectados de manera estable con gen SeV P, o con genes SeV
P y N, para la amplificacién virica. Por tanto, es posible por primera vez amplificar un vector viral SeV, cuyo P-ORF
se haya suprimido. En el siguiente subpunto deberia tratarse de la caracterizacion de la amplificacién de SeVV-eGFP-

5.4 Amplificacion de SeVV-eGFP-AP a las Células H29s

El SeVV-eGFP-AP puede amplificarse mediante las proteinas SeV P producidas por las células colaboradoras H29.
Los mutantes con supresién de P liberados son capaces de infectar las células H29 circundantes. La propagacién del
tipo SeVVeGFP-AP se analiza ahora en comparacién con la propagacién del SeV-eGFP competente en la replicacion.

Para ello se infectaron 1 x 10° células H29 con, de media,100 SeVV-eGFP-AP o SeV-eGFP. A los 3,5 y 10 dias se
efectud la deteccién de células verdes fluorescentes con ayuda del microscopio de fluorescencia.

Una amplificacién de SeVV-eGFP-AP pudo efectuarse con éxito mediante el suministro celular de proteinas P de
SeV. En todos los instantes a estudiar pudo reconocerse que el SeVV-eGFP-AP y SeV-eGFP se propagan eficiente-
mente a las células H29.

En contraste con esto, no pudo observarse una propagacion de SeVV-eGFP-AP a las células, que no proporcionen
la proteina P ausente (“células objetivo”, por ejemplo, células Vero), lo que confirma la deficiencia en la replicacién
de SeVVeGFP-AP (ver punto 8).

5.5 Expresion Génica de SeVV-eGFP-AP en Células Objetivo Infectadas

Pudo verificarse una ausencia de la amplificacién de SeVV-eGFP-AP sobre tipos celulares, que no proporcionen
la P proteina en trans. La potencia de expresion quedd, al mismo tiempo, muy por detrds de las expectativas.
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De manera similar que en caso del mutante del virus de la rabia AP (Shoji ef al. (2004) Virologia 318, 295-305),
s6lo unas pocas células infectadas muestran una débil fluorescencia de eGFP (menor del 5%; ver Figura 11), aunque
estadisticamente, para un MOI = 1, se infectd realmente aprox. un 70% de las células con cualquier particula virica.
También para un mayor MOI = 5 sélo pueden observarse células Vero luminosas verdes aisladas mediante SeVV-
eGFP-AP (ver Figura 12, arriba a la izquierda).

Esto confirma la suposicién de que, tras la infeccién de una célula con un virus deficiente en gen P, s6lo es posible
una transcripcién primaria a través del complejo de polimerasa arrastrado desde la particula virica. En el caso del
mutante SeV AP-, aparte de esto, aparentemente s6lo un pequefio porcentaje de particulas infectantes es capaz de eso
y/o sélo puede observarse una expresién génica, cuando haya varios nucleocdpsides transcribibles simultdneamente
en una célula.

Para un empleo terapéutico de este SeVV de replicacion deficiente, la potencia de expresion parece demasiado
débil y/o deberian aplicarse desproporcionadamente muchas particulas de SeW AP por paciente. Resulta, por tanto,
deseable, emplear una variante de SeV de replicacion deficiente, que realice también una transcripcién secundaria.
Esto conlleva el desarrollo de otros complejos de polimerasa modificados, que no puedan replicar el genoma viral,
pero sean capaces de una expresion elevada del gen y/o antigeno terapéuticos.

6. Elaboracion de una Construccion de ADNc SeVV-eGFP-AP Modificada

Para mejorar eventualmente la potencia de transcripcion de SeVV deficiente en gen P en la célula objetivo, se
elabor6 otra construccion recombinante, que codifique, en la posicion del marco de lectura de P inicial, una forma de
la proteina P acortada N-terminalmente unos 76 aminoécidos (“pSeVV-eGFP-PA2-77”; ver punto 3.1 y Figura 8B).

La generacion de particulas de SeVV-eGFP-PA2-77 y su amplificacion se efectuaron de manera andloga al punto
4.1y5.4.

6.1 Comportamiento de Crecimiento de SeW-eGFP- PA2-77 en Células Colaboradoras H29

En las células colaboradoras H29 infectadas con SeVV-eGFP-PA2-77 se sintetiza la proteina de PA2-77, acortada
N-terminalmente unos 76 aminodacidos y codificada por virus junto con la proteina P celularmente codificada.

Para examinar la influencia de la expresion de la proteina P acortada PA2-77 sobre la replicacidn viral, se efectué
una infecciéon (MOI = 3) de células H29 con SeVV-eGFP-PA2-77, SeV-eGFP-AP o el virus de control SeVeGFP de
manera andloga al procedimiento descrito bajo cinética de crecimiento de SeVV-eGFP-AP. Los sobrenadantes de los
insertos individuales se determinaron a lo largo de un periodo de tiempo de 120 h mediante un ensayo de dosificacién
de infeccién celular de los titulos de los virus descendientes a través del nimero de células productoras de eGFP.

De una célula H29 infectada con SeV-eGFP (contol positivo) se libera una media de 80 particulas viricas en el
periodo de tiempo de 120 h, no precisandose en este caso ninguna transcomplementacion de la proteina P por parte de
las células H29. El SeVV-eGFP-PA2-77 podia proliferar en el sistema de transcomplementacién de H29 con aprox. la
misma eficiencia que el SeVV-eGFP-AP: de las células H29 infectadas se liberan, tras 120 h, aprox. 20 x 10° particulas
viricas de SeVV-eGFP-AP o SeVV-eGFP-PA2-77, esto corresponde a un ntimero de aprox. 40 particulas viricas de
los mutantes P liberadas por célula H29.

7. Comparacion de la Expresion Génica de SeVV-eGFP-AP y SeVV- eGFP -PA2-77 y Cuantificacion de la Sintesis de
Proteinas en Células Objetivo Infectadas

Para estudiar, si el vector SeVV-eGFP-PA2-77 muestra una expresion transgénica reforzada - comparada con el
SeVV-eGFP-AP - en las células objetivo infectadas, se caracterizé detalladamente la expresion codificada por virus
del gen reportero eGFP, asi como de la proteina HN.

5 x 105 células Vero se infectaron con SeVV-eGFP-PA2-77 (MOI = 1), pudiendo observarse al 2° dia un 70% de
células Vero fluorescentes (no mostrado). Esto significa que casi cada complejo RNP de esta variante del vector viral
es capaz de inducir una transcripcién medible en la célula objetivo.

7.1 Cuantificacion de la Expresion eGPF Mediante Andlisis FACS

El casete de transcripcidn, en el que se insert6 el gen reportero eGFP en SeVV-eGFP-PA2-77, deberia codificar
el antigeno de un patégeno, por ejemplo, de un virus deseado en posteriores aplicaciones en el dambito médico. Esta
expresion antigénica tiene que bastar para originar una respuesta inmunoldgica protectora en el paciente.

Para garantizar que cada nucleocdpside de SeVV-eGFP-PA2-77, que infecte una célula objetivo, sea capaz de
llevar a cabo una expresion transgénica detectable, deberia infectarse el mismo nimero de células H29 y Vero con la
misma cantidad de particulas viricas y comparar, por medio de anélisis FACS (fliiorescent activated cell sorting) y con
empleo de un citémetro de flujo FACS-Calibur, el nimero de células H29 y/o Vero productoras de eGFP. Los datos son
evaluados por histograma con ordenador, representando las sefiales de fluorescencia de las células infectadas frente al
ndmero total de células.
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2,5 x 105 células Vero o células H29 se infectaron con SeVV-eGFP-PA2-77 o con el virus SeVVeGFP-AP de-
ficiente en gen P con un MOI = 1. El andlisis FACS de las muestras se efectué 24 h después de la infeccién. Las
células infectadas se absorbieron en PBS y se determiné flujocitométricamente el nimero de células fluorescentes. El
resultado se indica en la Figura 11 como proporcién [%] de células Vero y H29 fluorescentes.

24 h tras la infeccion de las células colaboradoras H29 con SeVV-eGFP-AP pudo detectarse un 86% de células
H29 productoras de eGFP mediante andlisis FACS. La sintesis celular de la proteina P refuerza aqui la formacién
de nuevos complejos P:L y, por tanto, la produccién de nuevo ARNm, lo que conlleva la sintesis de proteinas eGFP
en la célula infectada. Si, por el contrario, se infectaran células Vero con SeVV-eGFP-AP, no podria comprobarse ni
24 h después, ni en un momento posterior, en otros ensayos experimentales, una expresioén de la proteina eGFP. Los
complejos P:L transferidos por los nucleocdpsides de SeVV-eGFP-AP no son capaces, para una infeccién con MOI =
1, de ocasionar una expresion detectable en las células Vero infectadas.

24 h después de la infeccién con SeVV-eGFP-PA2-77 pudieron identificarse, por el contrario, mediante analisis
FACS, apenas un 80% de células H29 productoras de eGFP y un 75% de células Vero productoras de eGFP. Durante la
infeccién de células H29, la transcripcién del eGFP ARNm puede reforzarse mediante la sintesis celular de la proteina
P y por tanto, mediante nuevos complejos P: L. Durante la infeccién de células Vero con SeVV-eGFP-PA2-77, la
transcripcion se refuerza mediante la nueva sintesis de la proteina P PA2-77 acortada N-terminalmente.

A partir de estos resultados puede encontrarse una importante afirmacién acerca del niimero de SeVV-eGFP-PA2-
77 capaz de transcribir: se infectaron células H29 y células Vero con un MOI de 1. Las infecciones multiples de una
célula que aparecen tedricamente son igual de poco probables estadisticamente en ambos insertos. 24 h después pudie-
ron identificarse apenas un 80% de células H29 productoras de eGFP y aprox. un 75% de células Vero productoras de
eGFP. De este modo se puede deducir, que cada complejo de RNP con la variante de P acortada PA2-77, capaz de la
expresion transgénica en una célula colaboradora P, produce asimismo una expresion transgénica en la célula objetivo
infectada. En contraste con esto, la variante SeVV-eGFP-AP con una supresién completa del P-ORF no cumple esta
propiedad.

7.2 Ensayo de Funcionalidad de la Proteina HN Producida en las Células Objetivo Infectadas

Con ayuda de un ensayo de hemoadsorcién (HAD) se detecto la eficiencia del enlace de eritrocitos humanos y, por
tanto, la eficiencia de la exposicion de las proteinas HN virales a las células infectadas individuales (Figura 12).

5 x 10° células Vero se infectaron con SeVV-eGFP-PA2-77 para un MOI pequefio = 0,5. En contraste con esto,
tuvieron que infectarse células Vero en el caso de SeVV-eGFP-AP con un MOI 10 veces mayor (= 5), para poder
observar generalmente células fluorescentes individuales. Después de una adsorcién de 1 h de duracidn, se efectué un
cambio de medio con DMEM + 10% de FKS. A continuacién se incubaron las células varios dias a 33°C. La expresion
transgénica de ambas variantes de vector se observé primero de nuevo a través de la fluorescencia de eGFP. En los
dias 5 y 9 posteriores se efectuaron series de ensayos HAD, para analizar la exposicidn de las proteinas HN virales en
base al enlace de eritrocitos humanos.

Aunque en el caso de SeVV-eGFP-AP para un MOI = 5, estadisticamente un 99,3% de las células Vero deberian
estar infectadas, sélo un 0,01% de las células eGFP-positivas pudo examinarse al microscopio (Figura 12, arriba a la
izquierda). Por el contrario, con SeVV-eGFP-PA2-77 puede verse una fluorescencia verde para un MOI = 0,5 tal y
como se esperaba, en un 40% de las células (Figura 12, abajo a la izquierda).

Dos dias tras la infeccién con SeVV-eGFP-AP, s6lo la mitad de las células eGFP-positivas (25 de 5x 10° infectadas)
es capaz de fijar los eritrocitos a su superficie (Figura 12, arriba centro). Después de otra incubacién y ensayo HAD
repetido no tuvo lugar ninguna adsorcién més de eritrocitos en las células infectadas. Con la segunda variante SeVV
de replicacion deficiente, SeVV-eGFP-PA2-77, pudieron ontenerse de nuevo resultados considerablemente mejores: 5
dias tras la infeccidn, aprox. un 40% de las células infectadas (MOI = 0,5) fue capaz de fijar eritrocitos a su superficie
(Figura 12, abajo centro). En las células individuales pudo observarse ademads una actividad de enlace diferente de 10
a 70 corpisculos sanguineos rojos complejados. Se ha demostrado, por tanto, que las células infectadas con SeVV-
eGFPPA2-77 son capaces, 5 d después, de exponer las proteinas HN a la superficie celular, el ensayo HAD funcional
puede evaluarse como positivo. Al mismo tiempo pudo determinarse una expresion eficiente de la proteina HN en las
células infectadas en base a la diferente cantidad de eritrocitos enlazados.

Las células infectadas se incubaron ulteriormente a 33°C, produciendo la actividad de la neuraminidasa de la
proteina HN la sustitucion de los eritrocitos enlazados a las células infectadas. Las células se lavaron, para eliminar
los eritrocitos desprendidos, y se incubaron durante otros 4 d a 33°C. Al 9° dia después se efectud de nuevo un ensayo
HAD. Ahora pudieron detectarse aprox. un 30% de células Vero HAD-positivas. El ntimero de corpisculos sanguineos
rojos enlazados se redujo ademds a de 5 a 20 eritrocitos por célula.

Por consiguiente, 9 dias después se sintetizé atin suficiente HN funcional mediante la variante de replicacion

deficiente SeVV-eGFP-PA2-77. En contraste con esto, la variante SeVV-eGFP-AP con una supresion completa del P-
OREF no cumple estas propiedades.
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7.3 Cuantificacion de la Expresion eGPF Mediante Andlisis de Western Blot

Se efectudé una estimacién semi-cuantitativa de la expresion eGPF del vector SeV de replicacién deficiente en
comparacién con el SeV-eGFP competente en la replicacién mediante un andlisis de Western Blot por medio de filas
seriales de dilucion de proteina celular total.

5 x 10° células Vero se infectaron con SeVeGFP o SeVV-eGFP-PA2-77 (MOI = 3). 24 h después se efectud la
disgregacion de las células; los extractos celulares se aislaron en filas seriales de dilucién (1:2) de 20 mg a 2,5 mg
de cantidad total en un SDS-PAGE. Las proteinas se transfirieron a una membrana PVDF y se demostré primero la
proteina eGFP codificada por virus (26 kDa) mediante andlisis de Western Blot (Figura 13).

La proteina fluorescente eGFP pudo comprobarse tanto en células Vero infectadas por SeV-eGFP como también
por SeVV-eGFP-PA2-77 con ayuda del andlisis de Western Blot. Una comparacién de las intensidades de las se-
flales eGFP permite la afirmacion de que la expresion - procurada a través del SeVV-eGFP-PA2-77 de replicacién
deficiente - es aprox. un factor 16 menor, en comparacion con el SeV-eGFP competente en la replicacidn.

Una reduccion en torno al factor 16 es ademds baja y permite la afirmacién de que el SeVV-eGFP-PA2-77, a pesar
de la proteina P modificada, puede producir una transcripcién secundaria muy eficiente.

7.4 Estimacion de la Expresion HN Mediante Andlisis de Western Blot

La proteina SeV HN es, al contrario que la proteina eGFP, una proteina superficial de membrana continua y
representa un determinante importante de los antigenos. Mediante la cuantificacion relativa de la fuerza de expresion
de la proteina HN en células infectadas por SeVV-eGFP-PA2-77 se posibilité una afirmacién acerca de la intensidad
de la expresion del antigeno de SeV HN.

Se efectud una estimacién semi-cuantitativa de la expresién HN del vector SeV de replicacién deficiente, en com-
paracién con el SeV-eGFP competente en la replicacion, mediante un andlisis de Western Blot por medio de filas
seriales de dilucién de proteina celular total. Cada 5 x 10° células Vero se infectaron en 2 insertos paralelos con
SeVeGFP o SeVV-eGFP-PA2-77 (MOI = 1) y se incubaron durante 24 h y/o 48 h. Posteriormente se efectud la disgre-
gacion de las células; los extractos celulares se aislaron en filas seriales de dilucién (1:2) de 16 mg a 2 mg de cantidad
total en un SDSPAGE. Las proteinas se transfirieron a una membrana PVDF y se demostr6 la proteina HN codificada
por virus (60 kDa) con ayuda de un anticuerpo HN monoclonal (Figura 14).

La proteina HN pudo detectarse eficientemente en las células Vero infectadas por SeV-eGFP, tras ambos tiempos
de incubacidn, en todas las trazas (de 16 a 2 mg de proteina total; trazas 2-5 a izquierda y derecha). En el caso de
SeVV-eGFP-PA2-77 puede verse la faccion de la proteina HN atn en las trazas con 16 y 8 mg de proteina total (traza
7, 8), aunque con menor intensidad. La cuantificacion relativa de la expresion HN en células Vero infectadas por
SeVV-eGFP-PA2-77 frente a SeV-eGFP se efectué mediante la comparacién de las trazas con 16 y 8 mg vs. 2 mg
de proteina total (trazas 7y 8 vs. 5, a izquierda y derecha) y permite una reduccién estimada de la expresién HN en
torno al factor 8 - 16 de la variante de supresion de P, independientemente del tiempo de incubacidn. Esto sugiere una
velocidad de transcripcidn relativamente alta en células objetivo infectadas por SeVVeGFP-PA2-77 y, por tanto, una
expresion transgénica generalmente alta del vector viral de replicacion deficiente.

Incluyendo ambas medidas (proteina eGFP y HN) puede partirse de una reduccién media de la expresioén en torno
a un factor 10.

8. Deficiencia en la Replicacion de SeVV-eGFP-PA2-77 en la Célula Objetivo

Si se infectan células Vero con el SeV-eGFP competente en la replicacion, se origina en los dos dias siguientes
una mancha de hasta mil células fluorescentes adicionales en torno a la célula muy fluorescente infectada inicialmente.
Para comprobar la deficiencia en la replicacion de SeVV-eGFP-PA2-77 en las células Vero, deberia conformarse ahora
la ausencia de este aumento de las células verdes fluorescentes en torno a la célula objetivo inicialmente infectada,
considerando el ratio natural de division de las células Vero. Las células Vero se dividen de promedio cada 24 h. Si se
infectan las células Vero con SeVVeGFP-PA2-77, puede verse una expresion de eGFP detectable después de aprox.
24 h. Se ha observado que, tras otras 24 h de fase de incubacidn, se originan, debido a la divisién natural, en algunos
casos, dos células hermanas (mds debilmente) fluorescentes a partir de esta célula Vero fluorescente inicialmente
infectada. Esta observacién no tiene nada que hacer con una amplificacién virica, en la que pueden liberarse de 10' a
10* particulas viricas de una célula objetivo infectada, que puedan infectar entonces a las células adyecentes. Este ratio
de division natural de las células infectadas tiene, por otro lado, una influencia sobre la fuerza de expresion del eGFP,
que se reduce al aumentar elnimero de divisiones celulares. Esta observacién muestra que el vector viral SeVV-eGFP-
PA2-77 tiene replicacion deficiente del genoma, o sea, que no se sintetiza ningiin genoma nuevo. Si varias divisiones
celulares consicutivas de una célula infectada conducen a una reduccién continua de la intensidad de la fluorescencia,
hasta que ésta sucumba finalmente, pude descartarse una amplificacién virica.

Para confirmar finalmente la deficiencia en la replicacion de SeVV-eGFP-PA2-77 en las células objetivo, se efec-
tud una tltima investigacién: Se disefié una botella T75 con - 20 x 10° células Vero. Las células se sembraron en alta
densidad ya al inicio de la fase de incubacién y dejaron de ser, por consiguiente, muy activas en la division. Estas
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células Vero se infectaron con SeVV-eGFP-PA2-77 con un MOI de 0,001. Tras un tiempo de incubacién de una hora
se efectué un cambio de medio conforme a la DMEM con un 5% de FKS (para una actividad de divisién reducida) y
se incubaron las células Vero a 33°C (P1). Dos dias después pudieron observarse, correspondientemente al MOI selec-
cionado, inicialmente varios miles de células Vero fluorescentes infectadas situadas individualmente. Debido a la alta
densidad celular no se produjo, en los 4 dias de incubacién siguientes, apenas division celular, es decir, el nimero de
células inicialmente infectadas, detectado mediante la fluorescencia, permanecié constante. Si en este tiempo se hubie-
ran formado particulas viricas, podrian infectarse estas células adyacentes, lo que se hubiera reflejado nuevamente en
un aumento de la fluorescencia. También después de 8 dias pudo descartarse una propagacién del vector viral debido
a las nuevas infecciones ausentes de las células circundantes. Para suministrar medio fresco a las células, se redujo
el exceso y se recubrieron las células Vero con medio nuevo. 12 dias tras el inicio de la incubacién se sustituyeron
las células Vero de la placa de cultivo. Durante toda la duracién del ensayo no pudo observarse ninguna replicacién
del vector viral en forma de aumento de las células fluorescentes. Pudo descartarse, por tanto, una propagacién de
SeVV-eGFP-PA2-77 de las células infectadas primariamente a las células Vero circundantes mediante la produccién
de nuevos genomas y particulas viricos. Por tanto, el SeVV-eGFP-PA2-77 ha de denominarse como vector viral de
replicacién deficiente.

Resultado

Los resultados indicados anteriormente muestran que, mediante la manipulacion selectiva en genes para compo-
nentes del complejo de polimerasa, pueden producirse virus de ARN de replicacion deficiente de cadena negativa, que
s6lo sean capaces atn de transcribir los genes codificados por virus, pero no de seguir replicando el genoma virico.

En el caso del virus Sendai se estudiaron a fondo especialmente dos variantes, en las que o bien se ha suprimido
completamente el gen para el co-factor fosfoproteina de la polimerasa (“SeVV-eGFP-AP”) o se han eliminado los
codones para los aminodacidos 2 a 77 (“SeVV-eGFP-PA2-77”). Ambos vectores SeV son de replicacién deficiente en
las células, que no dispongan de la P proteina en trans (Ilamadas células objetivo), aunque se diferencien considera-
blemente en su potencia de expresién génica.

Aunque en el caso de SeVV-eGFP-AP para un MOI = 5, s6lo un 0,7% de las células Vero permanecen estadistica-
mente sin infectar - un 99,3% deberia contener al menos un complejo de RNP - sélo un 0,01% de las células eGFP-
positivas pudo examinarse al microscopio. De esto puede concluirse aritméticamente, que sélo se produce una expre-
sién transgénica visible, cuando haya 15 o mds RNPs de SeVV-eGFP-AP al mismo tiempo en una célula objetivo
infectada.

Este SeVV deficiente en gen P muestra una expresion igual de débil que la de variante AP anédloga de la rabia -
(Shoji et al., supra). Ambos vectores s6lo son capaces, en la célula objetivo infectada, de la transcripcién primaria a
través del complejo de polimerasa llevado desde la particula virica. Para una aplicacién terapéutica del vector, resulta
sin embargo deseable una expresion mas fuerte del transgénico codificado y/o antigeno. Esta condicién puede cum-
plirse con ayuda de la variante SeVV-eGFP-PA2-77 de replicacion deficiente, que produce una potencia de expresion
en las células objetivo sélo reducida en torno al factor medio 10 en comparacién con el SeV competente en la replica-
cién. Mediante la presencia del gen para una proteina P acortada N-terminalmente en el genoma vectorial no sélo es
posible una transcripcién primaria, sino también una transcripcién secundaria. Esta se efectia mediante complejos de
polimerasa modificados nuevamente producidos, que contengan la proteina PA2-77 codificada por el vector; ésta no
soporta, sin embargo, el modo de replicacién de la polimerasa.

Mediante la cuantificacién de la sintesis de proteinas en las células objetivo infectadas se comprueba, que el vector
viral de replicacion deficiente SeVV-eGFP-PA2-77 es capaz de llevar a cabo una transcripcién eficiente y expresion
viral de los genes codificados. Ademads, no sélo el transgénico 3’-proximal (eGFP) se sintetiza efectivamente; también
el gen HN situado en la posicién gendmica 6 se transcribe durante al menos 9 dias tras la infeccién y la proteina se
expone funcionalmente a las células objetivo infectadas.

9. Determinacion de la Respuesta Inmunoldgica Inducida por una Vacuna de ARN de Replicacion Deficiente en un
Modelo de Raton

Pudo demostrarse, que un complejo de polimerasa viral modificado, que no permite ya ningtn sintesis de nuevos
genomas, se produce preferentemente mediante una supresion en el gen P (“PA2-77). Tras la infeccién con este virus
de replicacién deficiente, la expresion viral génica obtenida en la célula objetivo es, al mismo tiempo, sélo aprox. 10
veces menor en comparacion con las infecciones con virus competentes en la replicacion.

Para comprobar una propiedad suficientemente inmunogénica del virus de ARN de replicacién deficiente de cade-
na negativa como vector de vacunacién, se emplearon antigenos y/o determinantes antigenos de dos virus heterélogos
(virus parainfluenza humano tipo 3, hPIV3, y virus sincitial respiratorio, RSV) en el genoma virico: Para ello se con-
truy6 un SeV PA2-77 de replicacion deficiente, en el que los genes de las proteinas superficiales F y HN iniciales se
sustituyen por genes, que codifiquen SeV/hPIV3 para las proteinas quiméricas F y HN. La proteina F quimérica contie-
ne 558 amino4cidos y consiste en el dominio extracelular de hPIV3 (493 aminodacidos), el dominio transmembranario
de SeV (23 aminoécidos) y el dominio citoplasmadtico de SeV (42 aminoécidos). La proteina HN quimérica contiene
579 aminoécidos y consiste en el dominio citoplasmético de SeV (35 aminoécidos), el dominio transmembranario de
SeV (25 aminoacidos), asi como el dominio extracelular de hPIV3 (519 aminoacidos). Las secuencias de aminoécidos
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de la proteina F quimérica y de la proteina HN quimérica se muestran en el protocolo de secuencias como SEQ ID N°
27y 28.

Mediante la insersion de genes quiméricos en el genoma virico se genera nueva antigenidad y se garantiza al mismo
tiempo el ensamblaje eficiente de las particulas de la vacuna durante su produccién.

En un casete de expresion adicional insertado entre dos genes virales se efectud la codificacién de la proteina
superficial F del RSV, extendiéndose la construccion a una vacuna bivalente.

Esta nueva vacuna se examiné en un modelo animal. Se inmunizaron grupos de ratones Balb/C intranasalmente
tres veces en el intervalo de tres semanas con dos preparaciones de virus diferentes (grupo A y/o C, cada uno 10*
unidades infecciosas), un grupo de control (B) recibié PBS en vez de la vacuna. Tras la tercera inmunizacién se obtu-
vieron liquidos de lavado (NW) nasales para el andlisis de la respuesta inmunoldgica mucosal y se efectuaron lavados
broncoalveolares (BAL) y se aislé el serum para el andlisis de la respuesta inmunolégica humoral. A través de la
técnica ELISA se determind la cantidad de inmunoglobulinas IgA e IgG inducidas especificamente contra hPIV3, asi
como RSV. El prototipo de vacuna de replicacién deficiente produjo una clara induccién de anticuerpos IgA especifi-
camente contra hPIV3 (Fig. 15A), la induccién de anticuerpos IgA anti-RSV resultd baja (no mostrada). La induccién
de una respuesta inmunolégica humoral contra los antigenos superficiales de ambos virus produjo titulos comparables,
la cantidad de IgG especifico se distingue en torno al factor 2 (Fig. 15B). Un andlisis continuo del IgG anti-hPIV3
muestrd, que los anticuerpos inducidos tienen propiedades neutralizantes (titulo 1/64). En contraste con esto, - tal y
como se esperaba - en el grupo de control no pudo comprobarse ninguna induccién especifica de IgA y/o IgG.

La vacuna conforme a la invencién podia inducir una respuesta inmunolégica mucosal y humoral especifica frente
a los antigenos virales heter6logos. Otros esperimentos muestran, que los linfocitos de ratones inmunes produjeron
interferona-y, mientras que el IL-5 no podia comprobarse. Este resultado indica que la vacuna de ARN bivalente, de
replicacion deficiente es capaz de activar una respuesta inmunoldgica de las células T, que es una condicion para una
inmunidad largamente persistente.

Resultado

Tras la infeccién de animales de cria con un vector modificado, en el que se han empleado secuencias codifica-
doras de antigenos de dos virus heter6logos, se demostré la induccion de anticuerpos neutralizantes. Esto muestra el
potencial de los virus de ARN de replicacion deficiente de cadena negativa para el desarrollo de nuevas vacunas.

10. Lista de los Oligonucleotidos de ADN Empleados

Los oligonucleétidos de ADN empleados en los ejemplos indicados anteriormente se muestran en la siguiente
Tabla 3.

TABLA 3

SEC | Designacién | Longitud Secuencia 5’3’ Tm

ID [nt] | [°Cl

NO

1 XI=M13 19 GGAAACAGCTATGACCATG 54

2 XI(+) 59 GGATCATTAGTACCTTGAAGCCTCGTAGATCGC 58
GGCCGCGTGAACTTTGGCAGCAAAG

3 XII 57 GGCTTCAAGGTACTAATGATCCGTAGTAAGAAA 64
AACTTAGGGTGAAAGTATTCCACC

4 XI(+) (+) = 18 ' GGTAGGTGTCTATGAGGC 56

N-1029(+)

5 XX 44 GGAAGGAAAAGCGGCCGCCGGCGGGATCATA 61
CGAGGCTTCAAGG

6 XX (+) 57 CCTGTGTTTCTGCGGCCGCCGTTCGCGAGGCC 61
GGCCCGTGAACTTTGGCAGCAAAGC
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(+)Xhol

ACTCTATGTCCTC.

7 Notl eGFP | 44 CGCGEGGCCCEGGGGCGGCCGCGTCGCCACCAT 60
GGTGAGCAAGGGC
8 eGFP Notl | 26 GATGCATGCTCGAGCGGCCGCTTTAC 58
Cp)
9 Sgrdl eGFP | 36 GGATTACTATCGCCGGCGGTCGCCACCATGGT 61
10 |eGFP 37 &G%ACTGTCGOOGGGGTWACWGTACAGCT 63
Serdl(+)
11 | FselDsRed |36 CGGATCAAGTGGCCGGCCGTCGCCACCATGGT 59
12 | DsRed 42 CGCGAATATCGGCCGGCCAAGTCTACAGGAAC 63
AGGTGGTGGC
Fsel(+)
117 AP I = N-|17 CCCTGACACACTCCTTC 54
578
18 |[API(H) 31 GCGCCGCTCGAGGCGGTAAGTGTAGCCGAAG | 64
19 |APII 34 gcchOGCTOGAGCTCATOCCGGGTGAGGCATC 64
20 AP II(+) 34 GGCGACGCGTCAGTCTCACAGCCTAATTCG 64
21 | Xhol PA2-|47 CCCCCTTTTTCTCGAGATGTCGACCCAAGATAA 84
7 TCGATCAGGTGAGG
22 | PA2-77 46 TTTTTCCCCCCTCGAGTTACTAGTTGGTCAGTG 80
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REIVINDICACIONES

1. Virus de ARN de cadena negativa recombinante, conteniendo un genoma viral con una mutacién en el gen P,
que conlleva la pérdida de la replicabilidad sin pérdida de la capacidad de transcripcién secundaria.

2. Virus conforme a la Reivindicacion 1, caracterizado por ser un paramyxovirus.
3. Virus conforme a la Reivindicacion 1 6 2, caracterizado por ser un virus Sendai.

4. Virus conforme a la Reivindicacion 1, caracterizado porque la mutacién se relaciona con la secuencia parcial
N-terminal de la proteina codificada por el gen P.

5. Virus conforme a la Reivindicacién 4, caracterizado porque la mutacién comprende: una supresién de
(a)  los aminoacidos 2-77 de la proteina codificada por el gen P 6
(b)  una secuencia parcial de (a) suficiente para la pérdida de la replicabilidad.

6. Virus segtn al menos una de las Reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el genoma viral contiene al
menos una secuencia codificadora de un producto génico heterélogo.

7. Virus conforme a la Reivindicacion 6, caracterizado porque el producto génico heterélogo es una proteina, una
ribozima, una molécula antisentido o una molécula de ARNsi.

8. Virus conforme a la Reivindicacién 6 6 7, caracterizado porque el producto génico heterélogo es una proteina
reportera, un antigeno o una proteina terapéutica.

9. Virus segtn al menos una de las Reivindicaciones 6 a 8, caracterizado porque el producto génico heter6logo es
un antigeno de un patégeno heterélogo, seleccionado entre virus, bacterias y protozoos.

10. Virus segun al menos una de las Reivindicaciones 6 a 9, caracterizado porque el producto génico heterdlogo
es un antigeno viral.

11. Virus conforme a la Reivindicacién 10, caracterizado porque el genoma viral codifica varios antigenos hete-
rélogos derivados del mismo o diferentes virus.

12. Virus segtin al menos una de las Reivindicaciones 6 a 11, caracterizado porque la secuencia codificadora se
inserta en el genoma viral para al menos un producto génico heterélogo o/y sustituye secuencias codificadoras para un
producto génico homdlogo.

13. Virus segtin al menos una de las Reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque el virus presenta, en compara-
cién con el tipo salvaje, una capacidad de transcripcion reducida en torno a, a lo sumo, un factor 20.

14. Nucleocépside de un virus de ARN de cadena negativa segtin al menos una de las Reivindicaciones 1 a 13.
15. Genoma de un virus de ARN de cadena negativa segtin al menos una de las Reivindicaciones 1 a 13.

16. Molécula de ADN, que codifica el genoma o/y antigenoma de un virus de ARN de cadena negativa recombi-
nante segtin al menos una de las Reivindicaciones 1 a 13.

17. Molécula de ADN conforme a la Reivindicacion 16, caracterizado porque estd operacionalmente enlazada
con una sefal de transcripcidn.

18. Molécula de ADN conforme a la Reivindicacion 17, caracterizado porque la sefial de transcripcién es un
promotor de bacteriéfago, por ejemplo, un promotor T7 6 SP6.

19. Célula, conteniendo un virus segtin al menos una de las Reivindicaciones 1 a 13, un nucleocdpside conforme a
la Reivindicacion 14, un genoma conforme a la Reivindicacién 15 6 una molécula de ADN segtin al menos una de las
Reivindicaciones 16 a 18.

20. Célula conforme a la Reivindicacién 19, caracterizada por ser una célula de amplificacién de vectores.

21. Célula conforme a la Reivindicacion 19, caracterizada por ser una célula de produccién de virus.

22. Célula conforme a la Reivindicacion 21, caracterizada por contener ademas una molécula de ADN codifica-
dora de una ARN-polimerasa heteréloga dependiente del ADN, que provoque la transcripcién de la molécula de ADN

codificadora del virus de ARN de cadena negativa recombinante.
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23. Célula conforme a la Reivindicacién 19, caracterizada por ser una célula de amplificacién de virus.

24. Célula segtin al menos una de las Reivindicaciones 19 a 23, caracterizada por contener ademas moléculas de
ADN codificadoras de la proteina P viral.

25. Procedimiento para la produccién de un virus de ARN de cadena negativa segtin al menos una de las Reivindi-
caciones 1 a 14, comprendiendo los pasos:

(a) suministro de una célula, transfectada con una molécula de ADN, que codifique el genoma de un virus de
ARN de cadena negativa, conteniendo una mutacion en el gen P, que conlleve la pérdida de la replicabilidad
del genoma viral sin pérdida de la capacidad de transcripcion secundaria, y, si fuera necesario, al menos
una secuencia codificadora de un producto génico heterélogo, y

(b)  cultivo de la célula en unas condiciones, en las que se lleve a cabo una transcripcién del ADN conforme a
(a) y se produzca el virus de ARN de cadena negativa recombinante.

26. Procedimiento conforme a la Reivindicacién 25, comprendiendo ademds la recuperacion del nucleocdpside o
del genoma viral del virus de ARN de cadena negativa.

27. Procedimiento para la amplificacién de un virus de ARN de cadena negativa segtin al menos una de las Reivin-
dicaciones 1 a 13, comprendiendo los pasos:

(a) suministro de una célula, infectada con un virus de ARN de cadena negativa, conteniendo una mutacién
en el gen P, que conlleve la pérdida de la replicabilidad del genoma viral sin pérdida de la capacidad de
transcripcion secundaria, y si fuera necesario, al menos una secuencia codificadora de un producto génico
heterdlogo, y

(b)  cultivo de la célula en unas condiciones, en las que se lleve a cabo una amplificacién del virus.

28. Composicion farmacéutica, caracterizada por contener un virus de ARN de cadena negativa recombinante
seglin al menos una de las Reivindicaciones 1 a 13, un nucleocdpside conforme a la Reivindicaciéon 14 6 un genoma
viral conforme a la Reivindicacién 15, como principio activo, asi como, si fuera necesario, materiales de soporte o/y
auxiliares farmacéuticamente habituales.

29. Composicién farmacéutica conforme a la Reivindicacién 28 para el empleo como vacuna.

30. Composicién farmacéutica conforme a la Reivindicacién 29 como vacuna mono- o polivalente.

31. Composicién farmacéutica conforme a la Reivindicacién 29 6 30 como vacuna contra las infecciones virales,
por ejemplo, como vacuna contra las infecciones con virus de ARN de cadena negativa patégenos.

32. Composicién farmacéutica conforme a la Reivindicacién 28 para el empleo para la terapia anti-tumoral.

33. Composiciéon farmacéutica segtin al menos una de las Reivindicaciones 28 a 32 para el empleo en pacientes de
riesgo.

34. Composicion farmacéutica segin al menos una de las Reivindicaciones 28 a 33, comprendiendo el nucleocap-
side en la envoltura viral nativa.

35. Empleo de una célula, que produzca constitutivamente o de manera inductible la proteina P de un virus de
ARN de cadena negativa, de manera estable, para la produccién o amplificacién de virus de ARN de cadena negativa
recombinantes segtin al menos una de las Reivindicaciones 1 a 13, de nucleocdpsides conformes a la Reivindicacién
14 o de genomas virales conformes a la Reivindicacion 15.

36. Empleo conforme a la Reivindicacion 35, caracterizado porque la célula es una célula mamaria.

37. Empleo conforme a la Reivindicacién 35 6 36, caracterizado porque la célula se selecciona entre la célula
H29 (DSM ACC2702) o una célula derivada de ésta.
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Pro

Thr

360

Ser

Asp

Met

Asn

Gln
440

Trp

Trp

Ala

Asp

Thr

520

Gly

Phe

Met

10

Gly Cys Pro

Pro

Lys

Arg

Lys

425

Leu

Thr

Gly

Tyr

Ser

505

Glu

Tyr

His

Leu

Trp

Gly

Gln

410

Ile

Gly

Trp

His

Pro

490

Gln

Thr

Ile

Phe
570

Phe

Leu

395

Asn

Tyx

Ile

His

Ser

475

Leu

Lys

Val

Thr

Val

555

Lys

Gly

Ser

380

Asn

Tyr

Ile

Ile

Asn

460

Cys

Asn

Ser

Asn

Thr

540

Glu

Thr

Lys

365

Asp

Ser

Trp

Tyr

Asp

445

Val

Pro

Pro

Arg

Glu

525

Ser

Ile

Glu

Thr

Ile

Gly

Thr

430

Ile

Leu

Asp

Thr

val

510

Leu

Cys

Asn

Ile

Gln

Arg

Pro

Ser

415

Arg

Thr

Ser

Gly

Gly

495

Asn

Ala

Ile

His

Pro
575

Arg

Met

Lys

400

Glu

Ser

Asp

Arg

Cys

480

Ser

Pro

Ile

Thr

Lys

560

Lys
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