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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para construcciones quiméricas del virus del dengue en vacunas
Prioridad

Esta solicitud PCT reivindica la prioridad de la Solicitud Provisional de Estados Unidos Nim. 61/800 204, presentada
el 15 de marzo de 2013.

Investigacion financiada federalmente

Algunas realizaciones descritas en el presente documento fueron financiadas en parte por la subvenciéon Num. R43
Al084291-01 del National Institute of Health (Instituto Nacional de Salud). El gobierno de los Estados Unidos puede
tener ciertos derechos para poner en practica la presente invencion.

Campo

Las realizaciones del presente documento se refieren a composiciones, métodos, usos y procedimientos de fabricacion
de construcciones del virus del dengue y composiciones de vacunas de las mismas. Algunas realizaciones se refieren
a una composicion que incluye, pero no esté limitada a construcciones de virus flavivirus quiméricos que se pueden
utilizar solas o combinadas con otras construcciones en una composicion de vacuna. En ciertas realizaciones, las
composiciones pueden incluir construcciones de mas de un serotipo del virus del dengue, tales como virus dengue-1
(DEN-1), virus dengue-2 (DEN-2), virus dengue-3 (DEN-3) y/o virus dengue-4 (DEN-4). En otras realizaciones, la
estrategia de fabricacion puede mejorar la seguridad y estabilidad genética de vacunas de virus recombinantes, vivos,
atenuados, quiméricos del dengue (DENVax). Ciertas realizaciones incluyen, al menos, un virus del dengue vivo,
atenuado combinado con construcciones quiméricas de virus del dengue identificadas por ser tanto seguras como
eficaces en composiciones de vacunas donde las construcciones han sufrido pases adicionales en cultivos celulares.

Antecedentes

La infeccién con virus del dengue puede causar fiebre dolorosa de gravedad variable. Hasta la fecha se han
identificado cuatro serotipos del virus del dengue: dengue-1 (DEN-1), dengue-2 (DEN-2) o dengue-3 (DEN-3)
combinados con dengue-4 (DEN-4). La fiebre del dengue es causada por la infeccién con un virus del dengue. Otros
subtipos pueden ser descubiertos en el futuro (p. ej., DEN-5). Los serotipos 1-4 del virus del Dengue también pueden
causar fiebre hemorragica del dengue (FHD) y sindrome de choque por dengue (SCD). Las consecuencias mas
severas de la infeccién, FHD y SCD pueden ser potencialmente mortales. Los virus del dengue causan de 50-100
millones de casos de fiebre del dengue debilitante, 500.000 casos de FHD/SCD y mas de 20.000 muertes cada afo.
Hasta la fecha, no existe una vacuna eficaz para la proteccién contra la fiebre del dengue y no existe un tratamiento
con farmacos para la enfermedad. Los esfuerzos por controlar al mosquito han sido ineficaces en la prevencién de los
brotes de dengue en areas endémicas o en la prevencién de la propagacion geografica adicional de la enfermedad.
Se estima que 3,5 millardos de personas estan amenazados por la infeccién con el virus del dengue. Adicionalmente,
el virus del dengue es una de las principales causas de fiebre en los viajeros hacia areas endémicas, tales como Asia,
Centro y Sudamérica y el Caribe.

Los cuatro serotipos del virus del dengue son endémicos en todas las regiones tropicales del mundo y constituyen la
amenaza mas importante de virus transmitidos por mosquitos al ser humano en regiones tropicales, mundialmente.
Los virus del Dengue se transmiten a los seres humanos principalmente por el mosquito Aedes aegypti. La infeccion
con un serotipo del virus del dengue produce una proteccién que dura toda la vida contra la re-infeccion por ese
serotipo, pero no previene de una infeccién secundaria por alguno de los otros tres serotipos del virus del dengue. De
hecho, una infeccién previa con uno de los serotipos del virus del dengue puede conllevar a un aumento en el riesgo
de una enfermedad severa (FHD/SCD) ante una infeccién secundaria con un serotipo diferente. El desarrollo de una
vacuna eficaz representa una aproximacion importante hacia la prevencion y control de esta enfermedad emergente
a nivel global. Las inmunizaciones multiples dificultan una cobertura completa de vacunacién tanto para los esfuerzos
de salud publica en los paises con virus del dengue endémico, como para los viajeros.

El documento WO 01/60847 se refiere a la construccion de quimeras de flavivirus inmunogénicos y avirulentos. En
particular, se utilizan dengue-2 16681, PDK-53-E y PDK-53-V como cadena principal en la que se insertan genes de
proteinas estructurales de otros flavivirus, en particular de las cepas de dengue-1 P16007 o PDK-13, la cepa de
dengue-3 16562, la cepa de dengue-4 1036 o la cepa NY99 del Nilo Occidental.

Huang et al. (2003, J of Virol, 77(21): 11436-11447) se refieren al desarrollo de virus del dengue quiméricos basados
en una cadena principal de dengue-2. En particular, se utilizaron dengue-2 de tipo salvaje 16681 y las cepas atenuadas
PDK-53-V y PDK-53-E como cadena principal en las que se insertaron genes de proteinas estructurales de las cepas
del dengue-1, dengue-3 o dengue-4.

Compendio

La invencién se describe en las reivindicaciones.
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Cualquier referencia en la descripcion a métodos de tratamiento se refiere a compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente invencion para su uso en un método de tratamiento del organismo
humano por medio de terapia.

Las realizaciones en el presente documento se refieren a composiciones, métodos y usos de construcciones
quiméricas de virus del dengue. En algunas realizaciones, la composicion puede incluir construcciones quiméricas del
virus del dengue que tienen una cadena principal de virus del dengue atenuado con algunos genes estructurales de
al menos otro serotipo del virus del dengue. Otras realizaciones se refieren a al menos un virus vivo atenuado
combinado con uno o mas virus del dengue quiméricos. Otras realizaciones pueden incluir una composicion de virus
del dengue quiméricos con una cadena principal DEN-2 modificada (p. ej., PDK-53 como cadena principal de partida
en P1 (pase 1) y una variabilidad de pases (después del pase y crecimiento in vitro en una linea celular permisiva)
como se indica para los P2, P3,... P8..P10 etc.) y uno o mas componentes estructurales de DEN-1, DEN-2, DEN-3 o
DEN-4. En otras realizaciones, se genera una composicion inmunogénica cuando, al introducirse en un sujeto, la
composicién produce una respuesta inmunitaria @ uno o mas virus del dengue en el sujeto. Por lo tanto, las
construcciones contempladas en el presente documento pueden ser generadas y pasadas in vitro, y cada uno de los
pases proporciona un virus de dengue atenuado contemplado para su uso en una composicidon de vacuna
farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, un virus vivo atenuado puede ser un virus vivo atenuado del
dengue-2 solo o combinado con uno o mas virus del dengue quiméricos.

En ciertos ejemplos, las construcciones del virus del dengue quiméricos de serotipos del virus del dengue, pueden
incluir virus vivos atenuados o virus quiméricos de pase 7 (P7) con secuencias de acidos nucleicos identificadas
mediante SEQ ID NOS: 1 ,4, 7 y 10 o secuencias de polipéptidos indicadas por SEQ ID NOS: 2, 3,5, 6, 8,9, 11y 12.
Se contempla en el presente documento, que cualquiera de los pases para cualquiera de los virus vivos atenuados
descritos en el presente documento, puede ser utilizado en una composicién inmunogénica para inducir respuestas
inmunitarias al virus del dengue representados (p. €j., serotipos 1-4). De acuerdo con estas realizaciones, se puede
administrar a un sujeto una composicion inmunogénica que incluye un virus aislado vivo, atenuado P-8, para inducir
una respuesta inmunogénica contra uno o mas serotipos de virus del dengue, dependiendo de la construccion
seleccionada. Adicionalmente, un virus vivo atenuado, puede ser combinado con uno o mas de estos virus quiméricos.
Esto se contempla para cada uno de los virus vivos atenuados aislados/producidos en cada uno de los pases de
células subsiguiente (p. €j., produccion de células Vero de Mono Verde Africano, denominadas en delante: células
Vero). La presente invencion contempla que cualquier linea celular (p. ej., banco de células producidas empleando
buenas practicas de produccién (BPP), con la aprobacién de la FDA o la EMA) capaz de producir virus del dengue, es
de utilidad para pasar cualquiera de las construcciones virales a escala de fabricacion o es apropiada para su uso
subsiguiente en vacunas o composiciones inmunogénicas contra el virus del dengue.

En otras realizaciones, las composiciones contempladas en el presente documento pueden ser combinadas con otras
composiciones inmunogénicas contra otros Flavivirus tales como el virus del Nilo Occidental, la encefalitis japonesa o
cualquier otra construccion quimérica de flavivirus y/o virus vivo atenuado. En ciertas realizaciones, se puede utilizar
una Unica composicién contra multiples flavivirus.

En ciertas realizaciones una composicién inmunogénica de la presente divulgacion puede incluir virus del dengue
quiméricos contra uno o mas de DEN-1, DEN-2, DEN-3 y/o DEN-4, sola o combinada con una composicién de virus
del dengue vivo atenuado.

En otras realizaciones, una construccion puede incluir una construccién con mutaciones adaptativas en las regiones
estructurales o no estructurales del virus que aumentan el crecimiento o produccion sin afectar a la atenuacién o
seguridad del virus al ser introducido en un sujeto. En ciertas realizaciones cualquiera de las construcciones de virus
del dengue quimérico contemplada puede incluir un virus DEN-2 atenuado vivo con mutaciones especificas utilizado
como cadena principal donde el virus DEN-2 atenuado vivo PDK incluye adicionalmente proteinas estructurales de
una o mas de las proteinas estructurales prM (premembrana) y E (envoltura) de los otros serotipos de virus del dengue.
Ademas, una cadena principal DEN-2 puede incluir mutaciones adicionales con el fin de aumentar la produccién o
mejorar la respuesta inmunitaria a una composicion predeterminada en un sujeto tras la administracién (p. €j., virus
del Dengue quimérico 2/1, 2/3 o 2/4).

En algunas realizaciones, los genes de las proteinas estructurales pueden incluir genes prM y E de DEN-1, DEN-2,
DEN-3 o DEN-4 en una cadena principal de DEN-2 que tenga una o dos mutaciones que son parte de un virus del
dengue vivo atenuado. Por ejemplo, una construccion de dengue, en ciertas realizaciones, puede incluir aquellas
construcciones denominadas DENVax-1-A, DENVax-2-F, DENVax-3-F, y DENVax-4-F (véase la seccion de ejemplos)
donde la cadena principal de DEN-2 tiene una o mas mutaciones (p. €j., no encontradas en virus P1 o en otros pasados
previamente o PDK-53) del virus vivo atenuado DEN-2 que se ha demostrado previamente que es seguro y eficaz
para inducir una respuesta inmunitaria. El virus vivo atenuado DEN-2 de la presente solicitud es una version mejorada
del virus vivo atenuado DEN-2 empleado originalmente. Una construccién quimérica puede incluir una cadena principal
DEN-2 PDK-53 modificado atenuado, que tenga una o mas proteinas estructurales del segundo serotipo de virus del
dengue, en donde las proteinas estructurales pueden incluir mutaciones adicionales para aumentar la respuesta
inmunogénica a la construccién quimérica. En algunas realizaciones, ciertas mutaciones adquiridas mediante DEN-2
PDK-53 atenuado pueden producir un cambio conservativo de aminoacido o no en una construccién diferente de la
construccion P1, que puede dar como resultado rasgos deseables para la produccion, etc.
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En otras realizaciones, se puede utilizar un genoma vivo atenuado de DEN-2 para generar construcciones del serotipo
1 del virus del dengue (DEN-1) y del serotipo 3 de virus del dengue (DEN-3), del serotipo 4 del virus del dengue (DEN-
4) donde uno o mas genes de proteinas estructurales del genoma viral de DEN-2 pueden reemplazarse por uno o mas
genes de proteinas estructurales de DEN-1, DEN-3 o DEN-4, respectivamente. En algunas realizaciones, una proteina
estructural puede ser la proteina C, prM o E de un segundo virus del dengue. En ciertas realizaciones los genes de
proteinas estructurales incluyen los genes prM y E de DEN-1, DEN-3 o DEN-4. Estos virus hibridos expresan los
antigenos superficiales de DEN-1, DEN-3 o DEN-4 reteniendo los fenotipos de atenuacion del progenitor atenuado
DEN-2.

Las construcciones divulgadas en el presente documento pueden incluir construcciones quiméricas de DEN-4, DEN-
2, DEN-1 y DEN-3 que expresen antigenos superficiales de DEN-1, DEN-3 y DEN-4 utilizando el virus DEN-2 atenuado
como cadena principal.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente divulgacion pueden incluir una composicion que comprende
una sola construccién quimérica del virus del dengue, divulgada en el presente documento y un portador o excipiente
farmacéuticamente aceptables. De forma alternativa, las composiciones de la presente divulgacién pueden incluir una
composicién que comprende dos 0 mas, o tres 0 mas construcciones quiméricas del virus del dengue divulgadas en
el presente documento y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptables. De acuerdo con estas realizaciones,
se pueden combinar una 0 mas construcciones quiméricas del virus del dengue contempladas en el presente
documento con uno o mas virus del dengue vivos atenuados. En ciertas realizaciones, un virus vivo atenuado puede
ser un virus vivo atenuado DEN-2, en donde mutaciones adicionales en las regiones NCR, NS1 o en otras regiones,
aumentan la respuesta inmunitaria, aumentan el crecimiento viral o proporcionan otra mejora un virus del dengue vivo
atenuado mejorado.

En ciertas realizaciones, han sido determinados previamente los loci de atenuacién, nucleétido 5’NCR-57-T, NS1-53-
Asp, y NS3-250-Val, de la vacuna de DENV-2 y todos estos cambios son compartidos por el antecedente genético
comun especifico del virus PDK-53 de los cuatro virus DENVax. La secuencia genética de los tres loci de atenuacién,
asi como los fenotipos de atenuacion previamente establecidos in vitro e in vivo de estos candidatos de vacunas fueron
cuidadosamente verificados para las semillas cBPP DENVax. Este informe describe las estrategias empleadas para
generar semillas de virus maestras (MVS, por sus siglas en inglés) asi como su caracterizacion genética y fenotipica
para su uso en la fabricacion de composiciones de vacunas de virus del dengue. Estas MVS pueden utilizarse para
fabricar materiales clinicos y finalmente suministros de vacunas comerciales.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertas realizaciones. Algunas realizaciones pueden entenderse mejor haciendo referencia a uno o mas de estos
dibujos, solos 0 combinados con la descripcion detallada de las realizaciones especificas presentadas.

La Fig. 1 representa un diagrama ilustrativo que refleja una construccion quimérica ilustrativa de la presente
divulgacion, DEN-2/DEN-4 comparada con construcciones previamente generadas y virus del dengue de tipo salvaje.

La Fig. 2 representa un histograma ilustrativo que compara varias respuestas al emplear una cadena principal de DEN-
2 vivo atenuado (con mutaciones adicionales) y un segundo serotipo de virus del dengue como componentes
estructurales sustituidos por los componentes estructurales del dengue-2 (p. €j., MVS de DENVax-1). Esta grafica
ilustra los tamanos de placa de MVS de DENVax. Se incluyeron virus del Dengue de tipo salvaje y virus candidatos a
vacunas de grado de investigacion previamente publicados como control y comparacion. Esta grafica ilustra la
produccion mejorada de las construcciones de virus del dengue comparados con las construcciones quiméricas del
virus de dengue de control.

La Fig. 3 representa un histograma ilustrativo que representa las sensibilidades a la temperatura de MVS (Semilla de
Virus Maestra) de DENVax. Se incluyeron virus del Dengue de tipo salvaje y virus candidatos a vacunas de grado de
investigacion previamente publicados para la comparacion con grado de MVS.

La Fig. 4 representa un histograma ilustrativo que representa el crecimiento viral de MVS de DENVax en células C6/36
comparadas con los controles. Se incluyeron virus del Dengue de tipo salvaje y virus candidatos a vacunas de grado
de investigacién para la comparacion con MVS de DENVax.

Las Fig. 5A-5C representan gréficas ilustrativas de neurovirulencia en ratones recién nacidos. Resultados reunidos de
varios experimentos que resumen la neurovirulencia del virus DENV-2 16681 wt en ratones recién nacidos CDC-ICR
(n=72) y Taconic-ICR (n=32) sensibilizados por via i.c. con 10* ufp del virus (A). neurovirulencia de MVS de DENVax
probada en ratones Taconic-ICR con una dosis de 10* ufp (B) o 103 ufp (C). Se indica el nimero de animales sometidos
a prueba por grupo en un experimento (n=16) y dos experimentos reunidos (n=31 o 32).

La Fig. 6 representa un histograma ilustrativo que muestra el tamafo de placa de MVS, WVS y BVS de DENVax. Los
diametros promedio de placa + DT (barras de error) de las placas del virus en células Vero o LLC-MK2 con
recubrimiento de agarosa medidos en el dia 9 pi. Se incluyeron DENV de tipo salvaje y virus candidatos a vacunas
previamente publicados de grado de investigacién con fines de control y comparacion.
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La Fig. 7 representa un histograma ilustrativo que muestra el crecimiento del MSV, WVS y BVS de DENVax en células
C6/36 a dos temperaturas de incubacion para verificar la retencion de este marcador de atenuacion in vitro después
de una fabricacién a gran escala.

La Fig. 8 representa un histograma ilustrativo del crecimiento restringido de MVS, WVS y BVS de DENVax en células
C6/36. Titulos medios + DT (barras de error) de los virus replicados en células C6/36 a 7 dias pi. Se incluyeron virus
del Dengue wt y virus candidatos a vacunas de grado de investigacion, previamente publicados con fines de
comparacion.

Las Fig. 9A-9B representan gréficos ilustrativos de datos de neurovirulencia de MVS de DENVax en ratones ICR recién
nacidos. (A) inoculaciones IC del virus a una dosis de 10* UFP. (B) inoculacién IC del virus a una dosis de 10° UFP.

La Fig. 10 representa un diagrama ilustrativo que compara nuevos virus vivos atenuados con virus del dengue vivos
atenuados previamente generados.

Definiciones

” o«

Como se emplea en el presente documento, los términos “un”, “una” o “uno” pueden significar uno o mas de un objeto.

Como se emplea en el presente documento en la memoria descriptiva, los términos “sujeto” o “sujetos” pueden incluir,
pero no estan limitados a, mamiferos tales como humanos o mamiferos, domésticos o salvajes, por ejemplo, perros,
gatos y otras mascotas caseras (p. €j., hamsteres, cobayas, ratones, ratas), hurones, conejos, cerdos, caballos,
ganado vacuno, perros de la pradera, roedores salvajes o animales de zoolégico.

Como se emplean en el presente documento, los términos “virus quimera” o “virus quimérico”, “flavivirus quimera” y
“flavivirus quimérico” pueden significar una construccién que comprende una porcion de la secuencia de nucleétidos
de un virus del dengue-2 y adicionalmente una secuencia de nucleétidos que no es del virus del dengue-2 o es de un
flavivirus diferente. Un “dengue quimera” comprende al menos dos serotipos diferentes de virus del dengue, pero no
un flavivirus diferente. Por lo tanto, los ejemplos de otros virus del dengue o flavivirus incluyen, pero no estan limitados
a, secuencias del virus del dengue-1, virus del dengue-3, virus del dengue-4, virus del Nilo Occidental, virus de la
encefalitis japonesa, virus de la encefalitis de St. Louis, virus de la encefalitis transmitida por garrapatas, virus de la
fiebre amarilla y cualquier combinacion de los mismos.

Como se emplea en el presente documento, “quimera de acido nucleico” puede significar una construccion de la
invencion que comprende un &cido nucleico que comprende una porcién de la secuencia de nucle6tidos de un virus
del dengue-2 y adicionalmente una secuencia de nucleétidos que no es del mismo origen que la secuencia de
nucleétidos del virus del dengue-2. De forma correspondiente, cualquier flavivirus quimérico o flavivirus quimera
divulgado en el presente documento puede ser reconocido como un ejemplo de quimera de acido nucleico.

Como se emplea en el presente documento, “un virus vivo atenuado” puede significar un virus de tipo salvaje, mutado
o seleccionado por rasgos de uso en vacunas 0 en otras composiciones inmunogénicas en donde algunos rasgos
pueden incluir virulencia reducida, seguridad, eficacia o crecimiento mejorado, etc.

Descripcion

En las siguientes secciones se describen varias composiciones y métodos ilustrativos con el fin de detallar varias
realizaciones. Sera obvio para aquella persona especializada en la técnica, que la puesta en practica de las diferentes
realizaciones no se requiere del uso de todos o siquiera algunos de los detalles especificos esbozados en el presente
documento, mas bien, las concentraciones, tiempos y otros detalles especificos pueden ser modificados a través de
la experimentacion rutinaria. En algunos casos, los métodos o componentes bien conocidos no se han incluido en la
descripcion.

Segun las realizaciones de la presente divulgacion, se pueden emplear técnicas convencionales de biologia molecular,
quimica de proteinas, microbiologia y ADN recombinante dentro del conocimiento practico de la técnica. Tales técnicas
se explican de forma detallada en la bibliografia. Véanse, p. ej., Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 edicién 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press Cold Spring Harbor, N.Y.; Animal Cell
Culture, R.I. Freshney, ed.; 1986).

Las realizaciones del presente documento conciernen a composiciones, métodos y usos para inducir respuestas
inmunitarias contra uno o mas serotipos del virus del dengue en un sujeto, individualmente o simultaneamente. De
acuerdo con estas realizaciones, los virus del dengue atenuados y las quimeras de acido nucleico se generan y utilizan
en composiciones de vacunas divulgadas en el presente documento. Algunas realizaciones se refieren a
construcciones o quimeras del dengue modificadas o mutadas. Otras realizaciones se refieren a la introduccién de
mutaciones para modificar las secuencias de aminoacidos de proteinas estructurales de los virus del dengue, en donde
la mutacion aumenta la inmunogenicidad del virus.

Los virus del dengue vivos atenuados de los cuatro serotipos se han desarrollado pasando virus de tipo salvaje en
cultivo de células. Estos son algunos de los candidatos a vacunas vivos atenuados mas prometedores para la
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inmunizacion contra flavivirus y en particular contra la infeccién y/o enfermedad por el virus del dengue. Estos
candidatos a vacunas se han designado por una combinacién de su serotipo del dengue, la linea celular a través de
la cual han sido pasados y el nimero de veces que han sido pasados. De esta forma, un virus del dengue de serotipo
1 de tipo salvaje pasado en células PDK 13 veces se designa como virus DEN-1 PDK-13. Otros candidatos a vacunas
son DEN-2 PDK-53, DEN-3 PGMK-30/FRhL-3 (p. €j., treinta pases en células primarias de rifién de mono verde,
seguido de tres pases en células de pulmén de fetos Rhesus y DEN-4 PDK-48). Estos cuatro virus, candidatos a
vacunas, se obtuvieron mediante pases en cultivo de tejidos de los virus de tipo salvaje progenitores DEN-1 16007,
DEN-2 16681, DEN-3 16562 y DEN-4 1036, respectivamente.

En ciertas realizaciones, la vacuna del virus del dengue-2 vivo atenuado PDK-53 contiene una mezcla de virus cuya
poblacién contiene diferencias variadas en los nucleétidos. Después de una caracterizacién genética de las
mutaciones atenuantes, se esbozaron ciertas caracteristicas atenuantes y se disefié un clon infeccioso de ADNc. El
ARN se transcribié de este clon infeccioso y se introdujo en células Vero como un pase 1 del virus PDK-53-Vero-DEN-
2-P1 recién caracterizado y obtenido (véase por ejemplo la Tabla 1). Este virus atenuado fue creado para cada serotipo
DEN, pero para DEN-1, DEN-3 y DEN-4 se modificaron mediante ingenieria genética los genes prM y E en 3 clones
infecciosos de ADNc separados, generando asi cuatro virus PDK-53-Vero separados (denominados en el presente
documento: PDK-53-Vero-DEN-2-P 1, PDK-53-Vero-DEN-1-P 1, PDK-53-Vero-DEN-3-P 1 y PDK-53-Vero-DEN-4-P
1). Estas cepas de virus de vacuna atenuado fueron pasadas en células Vero 10 veces (Tabla 1) y cada uno de los
linajes separados adquiri6 mutaciones ante su adaptacién para poder crecer en células Vero (Tabla 3). Ciertas
realizaciones aqui se dirigen a la obtencion y usos de estos virus del dengue vivos atenuados.

Ensayos clinicos previos en seres humanos, con estos virus atenuados, han indicado que DEN-2 PDK-53 tiene la menor
dosis infecciosa (50% de dosis minima infecciosa de 5 unidades formadoras de placa o UFP) en seres humanos, es
fuertemente inmunogénico y no produce aparentemente preocupaciones de seguridad. Los virus candidatos a vacunas
DEN-1 PDK-13, DEN-3 PGMK-30/FRhL-3 y DEN-4 PDK-48 tienen dosis minimas infecciosas mayores que 50% de
10.000, 3.500 y 150 UFP, respectivamente, en seres humanos. Aunque solo se requiri6 una inmunizacion con el virus
DEN-2 PDK-53 monovalente o con el virus DEN-4 PDK-48 para conseguir 100% de seroconversion en sujetos humanos,
se requirié un refuerzo para conseguir la misma tasa de seroconversién para los virus DEN-1 PDK-13 y DEN-3 PGMK-
30/FRhL-3, los cuales tienen las dos dosis infecciosas méas elevadas para seres humanos.

El virus candidato a vacuna DEN-2 PDK-53, también abreviado PDK-53, tiene varios marcadores biol6gicos medibles
asociados con la atenuacion, incluyendo la sensibilidad a la temperatura, un tamafo pequefo de placa, disminucién
de replicacion en cultivos de células de mosquito C6136, disminucién de la replicacién en mosquitos intactos, pérdida
de neurovirulencia en ratones lactantes y disminucion de la incidencia de viremia en monos. Las pruebas clinicas del
candidato a vacuna de PDK-53 ha demostrado su seguridad e inmunogenicidad en seres humanos. Ademas, la vacuna
PDK-53 induce respuestas de células T de memoria especificas del virus del dengue receptores de la vacuna
humanos. Algunas realizaciones en el presente documento describen una mejora en el DEN-2 PDK-53 utilizado en
construcciones quiméricas divulgadas en el presente documento.

Se pueden utilizar quimeras inmunogénicas de flavivirus que tienen una cadena principal de virus del dengue-2 y al
menos una proteina estructural de otro serotipo de virus del dengue para preparar las quimeras del virus del dengue y se
describen los métodos para producir las quimeras del virus del dengue. Se proporcionan quimeras de virus del dengue
inmunogénicas solas o combinadas en un portador farmacéuticamente aceptable como una composicién inmunogénica
para minimizar, inhibir o inmunizar individuos contra la infeccion por uno 0 mas serotipos, tales como los serotipos DEN-
1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4 del virus del dengue, solos o combinados. Cuando se combinan, las quimeras del virus del
dengue inmunogénicas se pueden utilizar como vacunas multivalentes (p. €j., bi-, tri- y tetravalentes) para conferir una
proteccion simultanea en contra de la infeccion por mas de una especie o cepa de flavivirus. En ciertas realizaciones, las
quimeras del virus del dengue se combinan en una composicién inmunogénica Util como vacuna bivalente, trivalente o
tetravalente contra los serotipos conocidos de virus del dengue o confieren inmunidad a otros flavivirus patégenos al
incluir acidos nucleicos que codifican una o mas proteinas de un flavivirus diferente.

En algunas realizaciones, las quimeras inmunogénicas avirulentas de virus del dengue proporcionadas en el presente
documento contienen genes de proteinas no estructurales de virus del dengue-2 atenuado (p. ej., PDK-53), o su
equivalente, y uno o mas genes de proteinas estructurales o porciones inmunogénicas de los mismos de flavivirus
contra el cual se inducira la inmunogenicidad en el sujeto. Por ejemplo, algunas realizaciones se refieren a una quimera
que tiene un genoma atenuado de virus del dengue-2 PDK-53 como una cadena principal viral y uno o0 méas genes de
proteinas estructurales que codifican la capside, premembrana/membrana o envoltura del genoma de PDK-53 o
combinaciones de los mismos, reemplazados por uno o mas genes de proteinas estructurales correspondientes de
DEN-1, DEN-3 o DEN-4 u otro flavivirus contra el cual se busca proteccion, tales como diferentes flavivirus o un
serotipo de virus del dengue diferente. De acuerdo con estas realizaciones una quimera de acido nucleico divulgada
en el presente documento puede tener propiedades funcionales del virus del dengue-2 atenuado y ser avirulenta, pero
expresa epitopos antigénicos de los productos génicos estructurales de DEN-1, DEN-3 o DEN-4 ademas de otros
flavivirus y ser inmunogénica (p. €j., induce una respuesta inmunitaria a los productos del gen en un sujeto). En ese
caso estas construcciones de ADN se empelan para transcribir el ARN de un clon infeccioso, este ARN es introducido
de nuevo en células Vero produciendo una nueva progenie de virus P1. Estos virus de la nueva progenie se distinguen
de PDK-53. (Véase, p. €j., P1-P10).
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En otra realizacion una quimera de acido nucleico puede ser una quimera de acido nucleico que tenga, pero no se
limite a, una primera secuencia de nucleétidos que codifique proteinas no estructurales de un virus del dengue-2
atenuado y una segunda secuencia de nucleotidos que codifique una proteina estructural del virus del dengue-4 sola
o combinada con otro flavivirus. En otras realizaciones, el virus del dengue-2 atenuado puede ser una cepa de vacuna
PDK-53 que tenga uno o mas aminoacidos mutados (véanse los Ejemplos). Estas mutaciones adicionales confieren
rasgos deseables de uso como dengue-2 vivo atenuado o como construcciones quiméricas descritas en el presente
documento. Algunas realizaciones incluyen proteinas estructurales de una o mas proteinas C, prM o E de un segundo
virus del dengue.

Otros aspectos incluyen virus quiméricos que pueden incluir sustituciones, deleciones o inserciones de nucleédtidos y
aminoacidos, por ejemplo, en el genoma de dengue-2 PDK-53 de control, para reducir la interferencia con respuestas
de inmunogenicidad a un serotipo de virus del dengue elegido como diana. Estas modificaciones se pueden realizar
en proteinas estructurales y no estructurales solas o combinadas con las modificaciones ilustrativas divulgadas en el
presente documento y pueden generarse pasando el virus atenuado y obteniendo una composicion mejorada para
inducir una respuesta inmunitaria contra uno o mas serotipos de virus del dengue.

Ciertas realizaciones divulgadas en el presente documento, proporcionan un método para preparar los virus quimeéricos
utilizando técnicas recombinantes, insertando las sustituciones requeridas en el genoma con la cadena principal
apropiada. Otras realizaciones del presente documento tienen que ver con el pase de un virus quimérico atenuado vivo
confirmado (p. €j., seguro y eficaz) para mejoras adicionales. En ciertas realizaciones, una cadena principal de virus del
dengue-2, utilizada en el presente documento, puede incluir una 0 mas mutaciones presentadas en la Tabla 3. En otras
realizaciones, una quimera dengue-dengue de la presente solicitud puede incluir una o mas mutaciones como las
presentadas en la Tabla 3. En otras realizaciones mas, una quimera dengue-dengue puede incluir todas las mutaciones
para cada quimera representadas en la Tabla 3 para Den-2/Den-1, Den-2/Den-3 o Den-2/Den-4. Se contemplan las
composiciones farmacéuticas que incluyen un virus vivo atenuado representado por las construcciones de la Tabla 3. Por
ejemplo, se contemplan composiciones, mono- di-, tri- 0 tetravalentes para su uso en el presente documento empleando
quimeras y virus del dengue-2 vivos atenuados como los presentados en la Tabla 3.

En ciertas realizaciones se puede formular una variante de DEN-2 vivo atenuado contemplada en el presente
documento en una composicion farmacéutica, en donde la composicién farmacéutica se puede administrar sola o
combinada con quimeras dengue-dengue o quimeras dengue-flavivirus. En ciertas realizaciones, se pueden
administrar composiciones bi-, tri- o tetravalentes en una Unica aplicacién o en mdltiples aplicaciones a un sujeto.

Quimeras de flavivirus

Los virus del dengue tipos 1-4 (DEN-1 a DEN-4) son flavivirus patégenos transmitidos por mosquitos. El genoma del
flavivirus contiene una regién 5’-no codificante (5’-NC), seguida de una region codificante de la proteina de la capside
(C), seguida de una regién codificante de la proteina premembrana/membrana (prM), seguida de una region
codificante de la proteina de la envoltura E, seguida de una regién codificante de proteinas no estructurales (NS1-
NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5) y finalmente una region 3’-no codificante (3'-NC). Las proteinas estructurales
virales son C, prM y E, y las proteinas no estructurales son NS1-NS5.

Las proteinas estructurales y no estructurales se traducen como una Unica poliproteina y son procesadas por
proteasas celulares y virales.

Las quimeras de flavivirus pueden ser construcciones formadas por la fusién de genes de proteinas no estructurales
de un tipo, o serotipo de virus del dengue o especie de virus de flaviviridae, con genes de proteinas, por ejemplo,
genes de proteinas estructurales, de un tipo diferente, o serotipo, de virus del dengue o especie de virus de flaviviridae.
De forma alternativa una quimera de flavivirus de la divulgacion es una construccion formada por la fusion de genes
de proteinas no estructurales de un tipo, o serotipo, de virus del dengue o especies de virus de flaviviridae, con
secuencias de nucleotido adicionales que dirigen la sintesis de polipéptidos o proteinas seleccionados entre otros
serotipos de virus del dengue u otros virus flaviviridae.

En otras realizaciones, las quimeras de flavivirus inmunogénicas, avirulentas proporcionadas en el presente
documento contienen genes de proteinas no estructurales de virus del dengue-2 atenuado o equivalentes del mismo,
y uno o mas de los genes de proteinas estructurales o porciones antigénicas de los mismos, de flavivirus contra los
cuales se conferird inmunogenicidad. Los flavivirus adecuados incluyen, pero no se limitan a, aquellos enumerados
enla Tabla 1.

Otros virus del dengue adecuados para su uso en la construccion de quimeras pueden ser DEN-1 16007, DEN-2
16681, DEN-3 16562 y DEN-4 1036 virulentos de tipo salvaje y las cepas de vacunas atenuadas DEN-1 PDK-13, DEN-
2 PDK-53, DEN-3 PMK-30/FRhL-3 y DEN-4 PDK-48. Las diferencias genéticas entre los pares de virus DEN-1, DEN-
2, DEN-3 y DEN-4 de tipo salvaje/atenuados se contemplan junto con cambios en las secuencias de aminoacidos
codificadas por los genomas virales.

Las listas de secuencias para DEN-2 PDK-53 corresponden a la variante DEN-2 PDK-53-V, en donde la posicién del
nucleétido 5270 del genoma se muta de A a T y la posicién de aminoacido 1725 de la poliproteina o la posicion del
aminoacido 250 de la proteina NS3 contiene un resto de valina. La variante DEN-2 PDK-53 sin mutacién de nucleétido,
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DEN-2 PDK-53-E, difiere de PDK-53-V solo en esta posicién. DEN-2 PDK-53-E tiene una A en la posicién de nucleétido
5270y un glutamato en la posicién de aminoacido 1725 en la poliproteina, la posicion de aminoacido 250 en la proteina
NS3. Se entiende que las realizaciones del presente documento incluyen PDK 53 modificada que incluyen uno o mas
pases en una célula anfitriona separada (p. €j., células Vero, véase la Tabla 1) donde se generan los rasgos deseables
para el uso en composiciones de vacunas contempladas en el presente documento.

En ciertas realizaciones, la designacién de las quimeras puede basarse en las cadenas principales modificadas de
clones infecciosos especificos de virus DEN-2 e insertos de genes estructurales (prM-E o C-prM-E) de otros virus del
dengue u otros flavivirus. DEN-2 para la cadena principal del dengue-2, seguido por la cepa de la cual se insertan los
genes estructurales. Una variante de cadena principal de DEN-2 se refleja en la siguiente letra después de la
designacion del numero. Una variante de la cadena principal de DEN-2, en particular, a partir de la cual se construyé
una quimera, se indica por la siguiente letra que sigue al guion, progenitor 16681 (P), PDK-53-E (E), o PDK-53-V (V);
la dltima letra indica los genes estructurales C-prM-E de la cepa progenitora (P) o su vacuna derivada (V) o los genes
estructurales prM-E del progenitor (P) o de su vacuna derivada (V1). Por ejemplo; DEN-2/1-VP denota una quimera
que comprende la cadena principal de DEN-2 PDK-53V atenuada que comprende una valina en NS3-250 y los genes
C-prM-E de DEN-1 16007 de tipo salvaje; DEN-2/1-VV denota la cadena principal DEN-2 PDK-53V con la cepa de
vacuna del dengue-1, DEN-1 PDK-13; DEN-2/1-VP1 denota la cadena principal DEN-2 PDK-53V y los genes prM-E
de DEN-1 16007 de tipo salvaje; DEN-2/3-VP1 denota la cadena principal DEN-2 PDK-53V y los genes prM-E de DEN-
3 16562 de tipo salvaje; DEN-2/4VP1 denota la cadena principal DEN-2 PDK-53V con genes prM-E DEN-4 1036 de
tipo salvaje. De la misma manera se indican otras quimeras divulgadas en el presente documento.

En una realizacién, las quimeras divulgadas en el presente documento contienen el genoma del virus PDK-53 del
dengue-2 atenuado como cadena principal viral, en la que los genes de las proteinas estructurales que codifican las
proteinas C, prM y E del genoma de PDK-53 o combinaciones de los mismos, se pueden reemplazar por los
correspondientes genes de proteinas estructurales de virus del dengue-1, dengue-3 o dengue-4 y opcionalmente, otro
flavivirus contra el que se quiera proteger, tal como un flavivirus diferente o una cepa de virus del dengue diferente.

En las regiones de proteinas no estructurales, se descubrié una mutacion de Gly a Asp (de tipo salvaje a PDK-53) en
una proteina no estructural NS1-53 (posicién de nucledtido 2579 del genoma); se descubrié una mutacion Leu a Phe
(de tipo salvaje a PDK-53) en la proteina no estructural NS2A-181 (posicién de nucle6tido 4018 del genoma); se
descubrié una mutacién Glu a Val (de tipo salvaje a PDK-53) en la proteina no estructural NS3-250 (posicion de
nucleétido 5270 del genoma) y se descubrié una mutacién Gly a Ala (de tipo salvaje a PDK-53) en la proteina no
estructural NS4A-75 (posicion de nucleétido 6599 del genoma). El virus DEN-2 vivo atenuado de la presente
divulgacion incluye adicionalmente mutaciones como las presentadas en cualquier quimera o virus de dengue-2 vivo
atenuado de la Tabla 3.

La cepa PDK-53 tiene un genotipo mixto en el nucledtido 5270 del genoma. Una porcién significativa
(aproximadamente 29%,) de la poblacion de virus codifica NS3-250-Glu no mutada que esta presente en el virus DEN-
2 16681 de tipo salvaje en lugar de la mutacion NS3-250-Val. Como ambas variantes genéticas son avirulentas, esta
mutacién puede no ser necesaria en una quimera avirulenta.

Previamente se descubrié que la avirulencia de la cepa de virus PDK-53 atenuado puede atribuirse a mutaciones en
la secuencia de nucleétidos que codifica las proteinas no estructurales y en la regién 5’-no codificante. Por ejemplo,
una Unica mutacién en NS1-53, una doble mutacién en NS1-53 y 5’NC-57, una doble mutacién en NS1-53 y en NS3-
250 y una triple mutacién en NS1-53, en 5’NC-57 y en NS3-250, dan como resultado la atenuacion del virus DEN-2.
Por lo tanto, el genoma de cualquier virus de dengue-2 que contenga tales sustituciones de aminoacido o sustituciones
de nucledtidos no conservativas puede utilizarse como una secuencia base para obtener los virus PDK-53 modificados
divulgados en el presente documento. Otra mutacién en el tallo de la estructura tallo-bucle de la region 5’-no codificante
proporcionara estabilidad adicional al fenotipo avirulento si se desea. Las mutaciones en esta regién interrumpen
potenciales estructuras secundarias importantes para la replicacion viral. Una Unica mutacién en esta pequefna
estructura del tallo (solo tiene 6 restos de nucleétidos de longitud) tanto en los virus DEN como en los de encefalitis
equina de Venezuela altera la formacion de la estructura de horquilla. Otras mutaciones en esta estructura del tallo
disminuyen la posibilidad de la reversion en este locus, mientras que mantienen la viabilidad del virus.

Las mutaciones divulgadas en el presente documento pueden lograrse mediante cualquier método conocido en la técnica,
incluyendo, pero sin limitarse a, clones de origen natural o seleccionados que poseen caracteristicas adicionales una vez
que se pasan en la linea celular de interés (p. €j., células Vero). Los expertos en la técnica entienden que se pueden
utilizar los ensayos de escrutinio de virulencia, como los descritos en el presente documento y como los son bien
conocidos en la técnica, para distinguir entre estructuras de cadenas principales virulentas y avirulentas.

Construccion de Quimeras de Flavivirus.

Las quimeras de flavivirus descritas en el presente documento pueden producirse por empalme de uno o mas genes
de proteinas estructurales de los flavivirus en contra de los cuales se desea inmunidad en una cadena principal de
genoma de virus del dengue PDK-53 o por otros métodos conocidos en la técnica, utilizando ingenieria recombinante
para eliminar el gen PDK-53 correspondiente y reemplazarlo por un gen del virus de dengue-1, dengue-3 o dengue-4
u otro gen conocido en la técnica.
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De forma alternativa, utilizando las secuencias proporcionadas en la lista de secuencias, las moléculas de &cido
nucleico que codifican las proteinas del flavivirus pueden sintetizarse empleando técnicas de sintesis de acidos
nucleicos conocidas e insertarse en el vector apropiado. Por lo tanto, se producira un virus avirulento inmunogénico
utilizando mecanismos de ingenieria recombinante conocidos por los expertos en la técnica.

Se puede insertar un gen diana en la cadena principal que codifica una proteina estructural de flavivirus de interés
para DEN-1, DEN-3, DEN-4 u otro flavivirus. El gen de flavivirus que se va a insertar puede ser un gen que codifica
una proteina C, una proteina PrM y/o una proteina E. La secuencia insertada en la cadena principal de dengue-2
puede codificar ambas proteinas estructurales PrM y E. La secuencia insertada en la cadena principal de dengue-2
puede codificar todas o una de las proteinas estructurales C, prM y E.

Los virus quiméricos o quimeras de &cido nucleico adecuados que contienen secuencias de nucleétidos que codifican
proteinas estructurales de otros flavivirus o serotipos de virus del dengue pueden evaluarse por su utilidad como
vacunas escrutandolos para determinar los marcadores fenotipicos de atenuacion anteriores que indican avirulencia
y escrutandolos para determinar su inmunogenicidad. La antigenicidad e inmunogenicidad puede evaluarse
empleando reactividades in vitro o in vivo con anticuerpos de flavivirus o0 suero inmunoreactivo, empleando
procedimientos de escrutinio rutinarios conocidos por los expertos en la técnica.

Vacunas contra el Virus del Dengue

En ciertas realizaciones, los virus quiméricos y las quimeras de &cido nucleico pueden proporcionar virus vivos
atenuados utiles como inmundgenos o vacunas. Algunas realizaciones incluyen quimeras que exhiben alta
inmunogenicidad al virus del dengue-4 sin producir efectos patégenos peligrosos o letales.

Para reducir la aparicion de FHD/SCD en sujetos, se necesita una vacuna tetravalente para proporcionar inmunidad
simultanea a los cuatro serotipos del virus. Una vacuna tetravalente se produce combinando un virus del dengue-2
vivo atenuado de la presente solicitud, con quimeras de dengue-2/1, dengue-2/3 y dengue-2/4 descritas previamente
en un portador farmacéutico adecuado para su administracién como una vacuna multivalente.

Los virus quiméricos o quimeras de &cido nucleico de esta divulgacion pueden incluir genes estructurales de tipo
salvaje o virus vivos, atenuados en una cadena principal de virus DEN-2 virulento o atenuado. Por ejemplo, la quimera
puede expresar los genes de la proteina estructural del virus DEN-4 1036 de tipo salvaje, su derivado candidato a
vacuna de cualquier origen en DEN-2.

Los virus utilizados en las quimeras divulgadas en el presente documento pueden cultivarse empleando mecanismos
conocidos en la técnica. Las placas virales se titulan y se cuentan con el fin de verificad la viabilidad y caracteristicas
del fenotipo de los cultivos en crecimiento. Los virus de tipo salvaje pueden pasarse por las lineas celulares cultivadas
para obtener materiales de partida candidatos atenuados.

Se pueden construir clones de infecciosos quiméricos a partir de varios clones de serotipos de dengue disponibles.
También se puede completar la clonacion de fragmentos de ADNc especificos al virus, si se desean. Los fragmentos
de ADNc que contienen los genes de las proteinas estructurales o no estructurales se amplifican empleando una
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) a partir de ARN de virus del dengue con
diversos cebadores. Los fragmentos amplificados se clonan en los sitios de escision de otros clones intermedios. Los
clones intermedios de virus del dengue quiméricos se secuencian a continuacion, para verificar la precision del ADNc
especifico del virus del dengue insertado.

Los plasmidos quiméricos con genoma de longitud completa, construidos mediante la insercion de la region del gene
de la proteina estructural y/o no estructural de los virus de serotipo del dengue en vectores, se pueden obtener
empleando mecanismos recombinantes que son bien conocidos por los especialistas en la técnica.

Analisis de Nucleétidos y Aminoacidos

La mutacién NS1-53 en el virus de la vacuna DEN-2 PDK-53 es significativa para el fenotipo atenuado de este virus,
debido a que NS1-53-Gly del virus DEN-2 16681 se conserva en casi todos los flavivirus, incluyendo los virus
transmitidos por garrapatas, secuenciados hasta la fecha. El virus de la vacuna DEN-4 puede también contener una
mutacién de aminodcido en la proteina NS1 en la posicién 253. Este locus, que es una mutacion Gin a His en el virus
de vacuna DEN-4 PDK-48 es GiIn en los cuatro serotipos salvajes del virus del dengue. Este resto Gin es Unico para
los virus del dengue dentro del género flavivirus. La proteina NS1 es una glicoproteina que se es secretada a partir de
las células infectadas con flavivirus. Esta presente sobre la superficie de la célula infectada y se encuentran
anticuerpos especificos contra NS1 en el suero de individuos infectados con el virus. Se ha informado de la proteccion
de animales inmunizados con la proteina NS1 o pasivamente con un anticuerpo especifico para NS1. La proteina NS1
parece participar en la replicacion viral temprana del ARN.

Las mutaciones que se produjeron en las proteinas NS2A, NS2B, NS4A y NS4B de las cepas DEN-1, -2, -3y -4
atenuadas son de naturaleza conservativa. Las mutaciones NS4A-75 y NS4A-95 de los virus de las vacunas DEN-2 y
DEN-4, respectivamente, se produjeron en sitios de conservacion de aminoacidos entre los virus del dengue, pero no
entre los flavivirus en general.
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La proteina flaviviral NS3 posee al menos dos funciones reconocidas: la proteinasa viral y la ARN helicasa/NTPasa. La
proteina NS3 de 698 aa de longitud (virus DEN-2) contiene un dominio de serina proteasa amino terminal (triada catalitica
NS3-51-His, -75-Asp, -135-Ser) seguida por motivos en la secuencia de funciones ARN helicasa/NTPasa (NS3-196-
GAGKT (SEQID NO:147), -284-DEAH, -459-GRIGR). Ninguna de las mutaciones en las proteinas NS3 de los virus DEN-
1, DEN-2 o DEN-3 se produjo en un motivo reconocido. La mutacion Tyr a Phe en NS3-510 en el virus DEN-1 PDK-13
fue conservativa. Puesto que los virus DEN-2, -3 y -4 de tipo salvaje contienen Phe en esta posicion, es poco probable
que la mutacién Tyr a Phe juegue un papel en la atenuacién del virus DEN-1. La mutacion Glu a Lys en NS3-182 en
DEN-1 PDK-13 se produjo en una posicién que esta conservada como Asp o Glu en la mayoria de los flavivirus
transmitidos por mosquito y puede jugar un papel en la atenuacion. Esta mutacién se localizé 15 restos de aminodacidos
aguas arriba del motivo helicasa GAGKT. Como se ha sefialado en informes previos, NS3-250-Glu en el virus DEN-2
16681 se conserva en todos los flavivirus transmitidos por mosquitos excepto en el virus de la fiebre amarilla.

Las sondas de acido nucleico hibridan selectivamente con las moléculas de acido nucleico que codifican los virus
DEN-1, DEN-3 y DEN-4 o secuencias complementarias de los mismos. En término “selectivamente” o “selectivo” se
refiere a una secuencia que no hibrida con otros acidos nucleicos evitando la adecuada deteccion del virus del dengue.
Por lo tanto, en el disefio de los acidos nucleicos que hibridan, la selectividad dependera de otros componentes
presentes en una muestra. El acido nucleico que hibrida debe de tener al menos 70% de complementariedad con el
segmento de &cido nucleico con el cual hibrida. Como se emplea en el presente documento para describir acidos
nucleicos, el término “hibrida selectivamente” excluye la hibridacion ocasional aleatoria de los acidos nucleicos y por
lo tanto tiene el mismo significado que “hibrida especificamente”. El acido nucleico que hibrida selectivamente en esta
divulgaciéon puede tener al menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% y 99% de complementariedad con el
segmento de la secuencia con la cual hibrida, preferiblemente 85% o mas.

Se contemplan secuencias, sondas y cebadores que hibridan selectivamente con el acido nucleico codificante o la hebra
del acido nucleico complementaria u opuesta. La hibridacion especifica con un acido nucleico puede ocurrir con
modificaciones menores o sustituciones en el acido nucleico, siempre y cuando se mantenga la capacidad funcional de
hibridacion especifica de la especie. Por “sonda” se entienden secuencias de acido nucleico que puede ser utilizada como
sondas o cebadores para la hibridacién selectiva con secuencias complementarias de acido nucleico para su deteccién
o amplificacion, la longitud de cuyas sondas puede variar de aproximadamente 5 a 100 nucleétidos o preferiblemente de
aproximadamente 10 a 50 nucleétidos, o lo mas preferiblemente de aproximadamente 18 a 24 nucleétidos.

Si se utiliza como cebador, la composicién preferiblemente incluye al menos dos moléculas de acido nucleico que hibridan
con diferentes regiones de la molécula diana con el fin de amplificar una regién deseada. Dependiendo de la longitud de
la sonda o del cebador, la region diana puede variar de 70% de bases complementaria hasta la complementariedad
completa y aun hibridar bajo condiciones rigurosas. Por ejemplo, con el objeto de detectar la presencia del virus del
dengue, el grado de complementariedad entre el acido nucleico que hibrida (sonda o cebador) y la secuencia con la cual
hibrida es al menos suficiente para distinguir la hibridacion con el acido nucleico de otros organismos.

Las secuencias del acido nucleico que codifican del virus DEN-4, DEN-3 o DEN-1 (p. €j., elementos estructurales) pueden
insertarse en un vector, tal como un plasmido y ser expresadas recombinantemente en un organismo vivo (p. €j., en una
cadena principal de dengue-2) para producir péptidos y/o polipéptidos y/o virus de virus del dengue recombinante.

Métodos para la Deteccion de Acidos Nucleicos.

En la presente divulgacion se proporcionar una prueba genética rapida que es un diagnéstico para cada uno de los
virus de vacuna descritos en el presente documento. Esta realizacion mejora los andlisis de virus aislados del suero
de seres humanos vacunados que han desarrollado viremia y también mejora la caracterizacion de la viremia en
primates no humanos inmunizados con los virus candidatos a vacunas.

Estas secuencias incluyen una sonda de diagnéstico TagMan que sirve para informar de la deteccion del amplicon de
ADNCc amplificado a partir del molde de ARN gendmico viral, empleando una reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT/PCR), asi como los amplimeros directo en inverso que se han disefiado para amplificar el
amplicon de ADNc, como se describe a continuacion. En ciertos casos, uno de los amplimeros se ha disefiado para
contener una mutacion especifica del virus de vacuna en el extremo terminal 3’ del amplimero, que logra con eficacia
que la prueba sea mas especifica para la cepa de vacuna debido a la extension del cebador en el sitio diana, y por
consiguiente la amplificacion ocurrira solo si el molde de ARN viral contiene esa mutacién especifica.

Se pueden emplear los sistemas de deteccién de secuencias de acidos nucleicos basados en PCR automatizada u
otra tecnologia conocida para la deteccion de &cidos nucleicos. El ensayo TagMan es un ensayo altamente especifico
y sensible que permite una visualizacion y cuantificacion en tiempo real automatizada de los amplicones generados
por PCR de un molde de acido nucleico muestra. TagMan puede determinar la presencia o ausencia de una secuencia
especifica. En este ensayo se disefia un cebador directo e inverso para la reasociacién aguas arriba y aguas abajo
del sitio de mutacién diana, respectivamente. Una sonda de deteccién especifica, que esta disefiada para tener una
temperatura de fusion de aproximadamente 10°C mas elevada que cualquiera de los amplimeros y que contiene la
mutacion del nucleétido, especifica del virus de vacuna o su complemento (dependiendo de la hebra del amplicon de
RT/PCR que se esta detectando) constituye el tercer componente cebador de este ensayo.
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Una sonda disefiada para detectar especificamente un locus mutado en uno de los genomas virales de vacuna
contendra el nucleétido especifico de vacuna en la mitad de la sonda. Esta sonda dard como resultado una
fluorescencia detectable en el ensayo TagMan si el molde de ARN viral es especifico del virus de vacuna. Sin embargo,
los moldes de ARN genémico de los virus DEN de tipo salvaje, tendran una menor eficacia de hibridacién con sonda
debido al emparejamiento erréneo de un solo nucleétido (en el caso de los virus DEN progenitores) o posiblemente
mas de un emparejamiento erroneo (como puede ocurrir en otros virus DEN de tipo salvaje) y no proporcionara como
resultado una fluorescencia significativa. Es méas probable que la ADN polimerasa desplace una sonda con
emparejamiento erroneo del molde de amplicon RT/PCR que escinda la sonda con emparejamiento erréneo para
liberar el colorante informador (Ensayo de discriminacion alélica TagMan, Applied Biosystems)

Una estrategia para diagnosticar pruebas genéticas emplea balizas moleculares. La estrategia de las balizas
moleculares también emplea los cebadores para la amplificacion mediante RT/PCR de los amplicones y la deteccion
de una secuencia especifica dentro del amplicon mediante una sonda que contienen colorantes informador y extintor
en los extremos de la sonda. En este ensayo la sonda forma una estructura tallo-bucle. Los ensayos de balizas
moleculares emplean colorante extintor e informador que difieren de los que utiliza el ensayo TagMan.

Composiciones farmacéuticas

Las realizaciones del presente documento proporcionan la administracién de composiciones a sujetos en una forma
biol6gicamente compatible y adecuada para administracion farmacéutica in vivo. Por “forma biol6gicamente
compatible adecuada para administracion in vivo” se entiende una forma del agente activo (p. ej., un producto quimico
farmacéutico, proteina, gen de las realizaciones) que se administrara, en la cual cualquier efecto téxico es superado
por el efecto terapéutico del agente activo. La administracion de una cantidad terapéuticamente activa de las
composiciones terapéuticas se define como una cantidad eficaz, a las dosificaciones, por periodos de tiempo
necesarios para lograr el resultado deseado. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente activa de un compuesto
puede variar de acuerdo con factores tales como estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo y
la capacidad del anticuerpo para provocar una respuesta deseada en el individuo. El régimen de dosificacion puede
ser ajustado para proporcionar una respuesta terapéutica éptima.

En una realizacion, el compuesto (p. €j., el producto quimico farmacéutico, proteina, péptido, etc. de las realizaciones)
puedes ser administrado de una forma conveniente, por ejemplo, administracion subcutanea, intravenosa, mediante
administracion oral, inhalacién, intradérmica, por aplicacién transdérmica, aplicacion intravaginal, aplicacién tépica,
intranasal o rectal. Dependiendo de la via de administracién, el compuesto activo puede estar contenido en un tampon
protector (p. ej., FTA, F127/trehalosa/albimina). En una realizaciéon, una composicion puede ser administrada
oralmente. En otra realizacién, la composiciéon puede ser administrada intravenosamente. En una realizacion, la
composicion puede ser administrada por via intranasal, por ejemplo, mediante inhalacion. En otra realizacién mas, la
composicion puede ser administrada por via intradérmica empleando un sistema libre de agujas (p. €j., Pharmajet ®)
u otro sistema de administracion intradérmica.

Una composicion puede administrarse a un individuo en un portador o diluyente apropiado, administrada
conjuntamente con inhibidores enzimaticos o en un portador apropiado tal como liposomas. Se pretende que el término
“portador farmacéuticamente aceptable” como se emplea en el presente documento incluya diluyentes tales como
soluciones salinas y soluciones acuosas tamponadoras. Puede ser necesario recubrir el compuesto con, o administrar
conjuntamente el compuesto con un material que prevenga su inactivacion. El agente activo puede también ser
administrado por via parenteral o intraperitoneal. Las dispersiones también se pueden preparar en glicerol,
polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones normales de almacenamiento y uso,
estas preparaciones pueden contener un conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos u otra
formulacion estabilizante (p. ej., FTA).

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable pueden administrarse mediante métodos conocidos
en la técnica. Por ejemplo, pueden utilizarse soluciones acuosas estériles (si son solubles en agua) o dispersiones y
polvos estériles en el caso de preparaciones extemporaneas de soluciones inyectables estériles o dispersiones. En todos
los casos, la composicion puede ser estéril y puede ser fluida de tal forma que pueda inyectarse faciimente. Puede ser
estable bajo condiciones de fabricacion, almacenamiento y puede preservarse contra la accién contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos. El portador farmacéuticamente aceptable puede ser un disolvente o un
medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (p. €j., glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido
y similares) y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso
de recubrimientos tales como lecitina, manteniendo el tamano de particula requerido, en el caso de dispersiones y
mediante el uso de tensioactivos. La prevencién de microorganismos puede lograrse mediante el calentamiento,
exponiendo el agente a un detergente, por irradiacién o afiadiendo varios agentes antibacterianos o antifingicos.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse al incorporar un compuesto activo (p. ej., un compuesto que
induzca una respuesta inmunitaria a uno o mas serotipos del virus del dengue) en la cantidad requerida, en el
disolvente apropiado, con uno o una combinacién de ingredientes enumerados previamente, como se requiera,
seguido de esterilizacion por filtracién.

Después de formularse, las soluciones se administraran de una manera compatible con la formulacion de la dosis y
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en una cantidad que resulte terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad de
formas de dosificacién, tales como el tipo de soluciones inyectables descritas anteriormente. Se contempla que las
composiciones sean especialmente adecuadas para administracién intramuscular, subcutanea, intradérmica,
intranasal e intraperitoneal. Se puede buscar una razén particular tal como 1:1, 1:2 u otra razoén (p. €j., las UFP de un
serotipo de virus del dengue dado)

Los agentes terapéuticamente activos se pueden formular dentro de una mezcla de proporciones predeterminadas.
También se pueden administrar dosis sencillas o dosis multiples bajo un programa apropiado para una situacion dada
(p. €j., antes de viajar o en un brote de fiebre de dengue).

En otra realizacion, se pueden emplear soluciones o pulverizaciones, aerosoles o inhaladores nasales con el fin de
suministrar el compuesto de interés. Existen formulaciones adicionales adecuadas para otros modos de
administracién, las cuales incluyen supositorios y pesarios.

Ciertas formulaciones pueden incluir excipientes, por ejemplo, grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén,
estearato de magnesio, sacarina de sodio, celulosa, carbonato de magnesio y similares.

Se puede preparar una composicién farmacéutica empleando portadores que protejan los ingredientes activos contra
la rapida eliminacion del organismo, tales como formulaciones o recubrimientos de liberacion retardada. Tales
portadores incluyen formulaciones de liberacién controlada, tales como, pero no limitadas a sistemas de suministro
microencapsulados, y polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como etileno acetato de vinilo, polianhidridos,
poli(acido glicdlico), poliortoesteres, poli(acido lactico) y otros conocidos.

Las composiciones farmacéuticas se administran en una cantidad y con una frecuencia que es eficaz para inhibir o
para aliviar efectos secundarios de un trasplante y/o para reducir o prevenir el rechazo. La dosificacion precisa y
duracién del tratamiento pueden ser determinadas de forma empirica empleando protocolos de prueba conocidos o
probando las composiciones en sistemas modelo conocidos en la técnica y extrapolando. Las dosificaciones también
pueden variar de acuerdo con la gravedad de la afeccién. Una composicién farmacéutica es generalmente formulada
y administrada para ejercer un efecto terapéuticamente Util al tiempo que se minimizan los efectos secundarios no
deseables. En general, se pueden administrar intervalos de dosis de 102 a 108 UFP de forma inicial y opcionalmente,
seguido de una segunda administracién dentro de los siguientes 30 dias o 180 dias, conforme sea requerido. En
ciertas realizaciones, el sujeto puede recibir una administracién dual de una composicién mono-, bi-, tri- o tetravalente
divulgada en el presente documento, en donde la composicién es una mezcla de composiciones Unicas o tiene
composiciones predeterminadas de diferentes serotipos de virus del dengue. En algunas realizaciones, una quimera
DENZ2/4 puede estar presente a mayores concentraciones que otros serotipos de virus del dengue, tales como el
dengue-1 vivo atenuado.

Es evidente que, para cualquier sujeto en particular, los regimenes de dosificacion especificos podran ser ajustados a
lo largo del tiempo, de acuerdo a las necesidades individuales.

En una realizacién, una composicion divulgada en el presente documento, puede ser administrada a un sujeto de
forma subcutanea o intradérmica.

Las composiciones farmacéuticas que contienen virus del dengue vivos atenuados pueden administrarse a individuos,
en particular seres humanos, por ejemplo, por via subcuténea, intramuscular, intranasal, oral, tépica, transdérmica,
parenteral, gastrointestinal, transbronquial y transalveolear. La administracion tépica se logra a través una crema, gel,
enjuague aplicados tépicamente, etc. que contiene una cantidad terapéuticamente eficaz de inhibidores de serina
proteasas. La administracion transdérmica se logra mediante la aplicacion de una crema, enjuague, gel, etc. capaz de
permitir que los inhibidores de serina proteasas penetren en la piel y entren en el torrente sanguineo. Adicionalmente se
pueden emplear bombas osméticas para la administracion. La dosificacién necesaria variara con la afeccion particular
que se vaya a tratar, el método de administracion y la velocidad de aclaramiento de la molécula del organismo.

En ciertas realizaciones, el sujeto puede ser un mamifero, tal como un ser humano o un animal veterinario y/o
domeéstico o ganado o animal salvaje.

Métodos terapéuticos

En una realizacion, se contemplan en el presente documento métodos para inducir una respuesta inmunitaria a uno o
varios serotipos del virus del dengue empleando una formulacién mono-, bi-, tri o tetravalente de construcciones virales
vivas atenuadas y/o quiméricas.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar ciertas realizaciones presentadas en el presente documento. Los
ejemplos que no se refieren a la construccion del dengue definida en las reivindicaciones tienen Unicamente fines
ilustrativos. Los expertos en la técnica deberan apreciar que los mecanismos divulgados en los ejemplos que siguen
representan mecanismos que se ha descubierto que funcionan bien en las practicas divulgadas en el presente
documento, y por lo tanto se puede considerar que constituyen modos preferidos para su practica.
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Ejemplo 1

En algunos métodos ilustrativos se divulgan composiciones empleadas para generar, lo que aqui se denomina
“semillas de virus maestras (MVS). Estas composiciones se pueden obtener a partir de uno o mas virus del dengue
vivos atenuados, tales como DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4. En ciertos métodos, las composiciones se pueden
obtener a partir de uno o mas virus del Dengue vivos atenuados que incluyen, pero no estan limitados a construcciones
especificas divulgadas en el presente documento, referidas como DENVax-1, DENVax-2, DENVax-3 y DENVax-4. En
otros métodos ilustrativos, se proporcionan estrategias para generar y caracterizar estas composiciones. En otras
realizaciones mas, se proporcionan formulaciones de virus del dengue tetravalentes y la caracterizacion genética y
fenotipica de estas formulaciones.

Produccion y analisis de virus DENVax pre-maestros

Se realizaron algunos procedimientos para generar semillas de virus del dengue pre-maestras, tales como la
amplificacion y purificacion en serie de virus del dengue (p. ej., DENVax). En primer lugar, los virus DENVax se
volvieron a obtener por transfeccion de ARN viral transcrito a partir de ADNc de DENVax recombinante completo a
células de produccion certificada (p. ej., células Vero), dando como resultado la semilla de virus P1 (pase 1). Los
cuatro virus P1 de cada uno de dengue-1 a dengue-4 fueron posteriormente amplificados y purificados en placa para
obtener los candidatos de semillas de vacuna pre-maestra P7 (véase la Tabla 1). Se realizaron ciertas pruebas para
analizar los pases de los virus del dengue. Por ejemplo, la secuenciacién genémica completa demostré que las cuatro
semillas de virus P2 (pase 2) eran genéticamente idénticas a su progenitor homélogo, un virus de vacuna candidato
de grado de investigacion obtenido para investigacién. Los fenotipos de la placa original también se conservaron en
los virus P2. Se aislaron seis virus purificados de las placas (A-F de P3) para cada serotipo del virus del dengue (p.
ej., DENVax1-4) a partir de las semillas P2 y cada placa aislada fue directamente purificada de la placa dos veces
mas. La tercera purificacion de las placas (P5) de cada virus se amplificé dos veces (A-F de P6 y A-F de P7) en células
Vero para producir las semillas DENVax P7 pre-maestras potenciales (Tabla 1).

Tabla 1. Ejemplo de una nueva obtenciéon de cGMP de los virus DENVax en células WCB-Vero

Pase Produccién de semillas / Purificacién Caracterizaciones
P1 Transfectar WCB-Vero con ARN virales transcritos | Titulacion de placas
P2 Amplificar el virus P1. Secuencia gendémica completa
P3 Seleccionar 6 placas (A-F)/serotipo del ensayo P2 | Purificacién de placas
de placa.
P4 Seleccionar placas A-F del ensayo de placa P3 Purificacion de placas
P5 Seleccionar placas A-F del ensayo de placa P4 Purificacion de placas
P6 Amplificar las placas A-F de P5 Titulacion de placas
P7 Semillas pre-maestras: amplificar A-F de P6 Secuencia gendmica completa,
TagMAMA, fenotipos de placa
P8* MVS: amplificar semillas de virus P7 | Caracterizacion genética y fenotipica
seleccionadas completa
P9 WVS: amplificar virus semilla maestras P8. Secuencia gendmica completa,
TagMAMA
P10 BVS: ampilificar virus semilla de trabajo P9. Secuencia gendmica completa,
TagMAMA

*Se seleccion6 una semilla P7 éptima (A, B, C, D, E o F) basandose en la genética y el analisis de placa para producir
MVS P8

Adicionalmente se realizaron otras pruebas para caracterizar las semillas DENVax P7, como un andlisis de las
secuencias del genoma y los fenotipos de placa de las semillas P7, y comparacion con las semillas P2 (Tabla 2). Los
fenotipos de placa de los virus P7 fueron generalmente similares a los de las semillas P2. En algunos experimentos
ilustrativos, se verificaron los titulos de virus. Los titulos de virus alcanzaron hasta 6,0 log ufp/ml para la mayoria de
las semillas P7, con excepcion de 5 virus. La secuenciacion del genoma de mas de 60 semillas de virus candidatas a
vacunas, después de 10 0 mas pases en serie en células Vero no mostraron eventos de reversion en NS1-53 y NS3-
250 de los tres determinantes de atenuacion principales del vector genético DENV-2 PDK-53, sugiriendo que estos 2
loci son bastante estables en las semillas de virus candidatas a vacunas. Todos los cromatogramas de secuencia de
las 24 cepas candidatas generadas tanto a partir de secuenciacion directa como inversa de estos dos sitios fueron
homogéneos, sin la menor poblacion evidente de nucleotidos en los locus genéticos NS1-53 y NS3-250. En contraste
con los sitios NS1 y NS3, se identificaron diferentes niveles de reversion en los locus de atenuacion 5NCR-57 de los
virus de vacuna de grado de investigacién con multiples pases de forma seriada, sugiriendo que este locus puede no
ser tan estable como NS1 y NS3 después de pases multiples en cultivos celulares. Por lo tanto, se desarrollé un
ensayo de amplificacion sensible a emparejamientos erroneos (TagMAMA) para medir adecuadamente la velocidad
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de reversion en el locus 5’NCR-57 mediante RT-PCR en tiempo real. En algunos estudios, las velocidades de reversion
de 5’NCR-57 de las 24 semillas P7 fueron medidas por TagMAMA. Dependiendo de la concentraciéon del ARN viral de
entrada para cada virus en el ensayo, el limite de sensibilidad del TagMAMA vari6 entre 0,01% y 0,07% de reversién, lo
cual es mas sensible que el limite de sensibilidad de reversién de 10-30% detectable por un analisis de secuencia del
genoma consenso. Los datos resultantes ilustran que 15 de los 24 virus P7 tenian una reversion minima o no detectable
(<0,07%), un virus (DENVax-3-D) tuvo casi 100% de reversion y 8 virus (1 DENVax-1, 1 DenVax-2, 2 DENVax-3 y 4
DENVax-4) tuvieron una reversion parcial que oscilé de 0,08% a 12,85% (Tabla 2). Para 16 de los 24 virus P7 con bajos
niveles de reversion de 5’NCR57 medidos por TagMAMA, se llev6 a cabo una secuenciacién completa del genoma.
Todos los virus secuenciados mantuvieron los otros dos determinantes de atenuacion DENVax (NS1-53, NS3-250) y
todos adquirieron mutaciones adicionales que no estaban presentes en los clones de ADNc recombinante originales,
modificados mediante ingenieria genética (Tabla 2). En una composicion de vacuna diana ilustrativa, se seleccionaron
DENVax-1-A, DENVax-2-F, DENVax-3-F y DENVax-4-F como semilla pre-maestra diana para cada serotipo debido a
que sus genotipos y fenotipos de placa se asemejan de forma mas cercana a los recombinantes para vacuna disefiados
originalmente. DENVax-1-A, DENVax-2-F y DENVax-4-F tuvieron dos mutaciones no sinénimas y DENVax-3-F tuvo una.
La evidencia sugiere que estas mutaciones adicionales observadas en estas 4 semillas pre-maestras no causan
problemas de seguridad o alteracion de inmunogenicidad para los virus. Estas semillas pre-maestras se amplificaron
adicionalmente para generar la MVS (semilla maestra designada como P7, Tabla 1).

Los métodos ilustrativos proporcionados en el presente documento utilizaron ARN viral transcrito in vitro purificado a
partir de plasmido de ADNc clonado como fuente pura para transfectar las células Vero certificadas para generar virus
de vacuna. Las purificaciones en serie de las placas y los analisis de secuencia de genoma completo se incorporaron
a los procedimientos de fabricacién para asegurar que las semillas de vacuna fabricadas tienen estabilidad genética
y pureza optimas. Se prepararon seis virus clonados como semillas pre-maestras potenciales para cada serotipo de
DENVax. A través del andlisis genémico, incluyendo TagMAMA y secuenciacién gendémica completa, asi como
caracterizacion de los fenotipos de placas virales, las semillas pre-maestras se seleccionaron para avanzar hacia la
produccion de semillas de virus maestras para cada serotipo (serotipos 1 a 4). Las semillas pre-maestras
seleccionadas tuvieron reversiones no detectables (<0,01% 0 <0,07%) en el locus 5’NCR-57, con 1 o 2 sustituciones
de amino&cido en sus genomas, y conservaron los pequefios fenotipos de placa previamente observados.

Tabla 2. Caracterizacion de las semillas pre-maestras (P7)

Virus Clon? TagMAMAP Log1o ufp/mL Placa® Mutaciones identificadas en el
genoma?
DENVax-1 A ** 6,85 P2 NS2A-116 I-L, NS2B-92 E-D,
una silenciosa
B * 6,93 P2 nd®
C * 6,93 D nd
D > 7,02 D C-67 K-A; una silenciosa
E 0,57% 7,28 P2 Nd
F o 7,18 P2 E473 T-M; una silenciosa
DENVax-2 A 0,03% 6,33 P2 NS1-341 K-N
B * 6,33 P2 E-305 K-T, dos silenciosas
C * 5,84 L NS4A-18 T-A, cuatro silenciosas
D 0,08% 6,20 P2 NS2B-99 I-L, una 3’NCR
E 0,03% 6,31 P2 prM-52 K-E, NS5-412 |-V, dos
silenciosas
F ** 6,15 P2 prM-52 K-E, NS5-412 |-V
DENVax-3 A * 6,00 P2 NS5-200 K-N, una silenciosa,
una 3’NCR
B 0,05% 6,27 P2 NS2A-33 I-T, NS2A-59 M-T
C 0,30% 6,25 P2 nd
D 100,00% 6,27 P2 nd
E 0,31% 6,00 P2 nd
F o 6,30 P2 E-223 T-S, una silenciosa
DENVax-4 A 0,47% 5,60 P2 E323 K-R/K, NS2B-21 L-F/L,
NS2B-39
T-S, uno silenciosa
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B * 5,65 D NS2A-126 A-V; NS4A-5 N-D;
NS5-383
K-R, una silenciosa

C 4,50% 5,90 P2 nd

D 12,85% 5,97 D nd

E 0,52% 6,85 S prM-85 E-D, NS2B-45 T-A, NS5-
320 M-T,
NS5-551 E-G, dos silenciosas

F 0,02% 6,93 S NS2A-66 D-G, NS4A-21 A-V,
cuatro silenciosas

a: Los virus clonados (mediante purificaciones de placa seriadas) seleccionados para ser posteriormente
desarrollados para MVS, se muestran en negrita.

b": Velocidad de reversion <0,07% (limite de deteccidon). *': Velocidad de reversion <0,01% (limite de deteccion)

¢: Fenotipos de placa: P2: similar al virus P2; L=mayor que el virus P2, D=similar en tamafo, pero aparece un poco
diferente en la claridad de las placas; S= menor que P2.

d: Sustituciones difieren de los clones ADNc DENVax modificados mediante ingenieria genética. Las mutaciones
de aminodcidos se enumeran con la posicién del resto de la proteina del virus y los cambios (wt-mutacion). Se
enumera el nimero total de mutaciones silenciosas en genes estructurales y no estructurales de cada semilla.
También se anotan las mutaciones en la region no codificante (NCR).

end = no realizado. Estos clones tuvieron velocidades de reversion 5’NCR-57 mayores (por TagMAMA) que otros

clones, de tal forma que se excluyen para posterior andlisis de secuencia.

Ejemplo 2

En algunos métodos ilustrativos, se describen las composiciones de semillas de virus maestras, semillas de virus de
trabajo y semillas de virus en masa, asi como su caracterizacién genética y fenotipica. Estas composiciones se
proporcionan para la fabricacion de materiales clinicos y finalmente de suministros de vacunas comerciales. Las
purificaciones seriadas de placas y los andlisis de secuencia de genoma completos se incorporan al procedimiento de
fabricacién para garantizar composiciones de semillas de vacuna con seguridad y estabilidad genética éptimas para
la fabricacion de materiales de prueba clinicos.

Controles de calidad de produccién y fabricacion para MVS, WVS y BVS.

En algunos estudios, se produjeron MVS de 4 DENVax mediante la amplificacién de la semilla P7 pre-maestra en
células Vero certificadas. En otros estudios se utilizaron MVS para producir una gran cantidad de WVS en factorias
celulares. Adicionalmente, se amplificaron provisiones de partida de BVS de DENVax a partir de WVS y se formularon
en mezclas de productos de farmacos tetravalentes que se iban a utilizar para pruebas clinicas en seres humanos.
Los controles de calidad para la liberacion de productos se realizaron en algunos métodos ilustrativos, incluyendo,
pero sin limitarse a, pruebas de identidad, titulo infeccioso, esterilidad, micoplasmas y agentes adventicios in vitro e in
vivo de todos los MVS, WVS y BVS. Todas las semillas pasaron la prueba de identidad de virus empleando los ensayos
RT-PCR especificos de serotipo, que mostraron una amplificacion positiva, correspondiente a su serotipo y negativa
para serotipos heter6logos (datos no mostrados). No se detectaron micoplasmas o agentes adventicios en las
provisiones de partida de MVS, WVS o BVS.

Anélisis genético de MVS, WVS y BVS

En ciertos métodos ilustrativos, después de la generacion de MVS a partir de pre-MVS (P7) seleccionadas se
produjeron las cepas seleccionadas anteriormente y su respectivo ARN viral se secuencié de nuevo. La secuenciacion
del genoma completo revelé que la MVS para DENVax-1 era idéntica a su semilla pre-maestra, mientras que la WVS
y la BVS subsiguiente adquirieron 2 sustituciones adicionales en E-483 y NS4B-108 (véanse Tablas 2 y 3). La
sustitucion Ala en E-483 represent6 parte del genotipo en MVS, pero se volvio el genotipo dominante en BVS. DENVax-
2 y DENVax-3 fueron idénticos a sus semillas pre-maestras respectivas (Tabla 2 y 3). La MVS de DENVax-2 fue
idéntica a su semilla pre-maestra, y el WVS y BVS tuvieron 2 mutaciones adicionales en NS4A-36 y NS4B-111. Ambas
mutaciones fueron parciales en WVS y mayores en el genotipo de BVS. EI MVS de DENVax-3 fue nuevamente idéntico
a la semilla pre-maestra, pero WVS y BVS contenian una sustitucién adicional en NS4A-23. La MVS de DENVax-4
adquirié una mutacion adicional de aminoéacido en el locus NS2A-99 (de Lys al genotipo mixto Lys/Arg) durante la
produccion de la MVS (Tabla 3). Su WVS y BVS conservaron el genotipo mixto NS2A-99 Lys/Arg y la BVS tuvo un
genotipo mixto extra NS4B-238 Ser/Phe. Los resultados de la secuencia consenso también confirmaron que MVS,
WVS, asi como BV conservaron los tres determinantes genéticos de atenuacion en los loci 5’NCR-57, NS1-53 y NS3-
250. El andlisis del locus atenuante menos estable por TagMAMA demostré que la velocidad de reversion de 5’NCR-
57 varia entre <0,7% y 0,13% para las MVS, <0,07% para las WVS y entre <0,07% y 0,21% para las BVS. Una
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reversion de 3% en el locus 5’NCR/57 se considero la velocidad maxima permisible para aceptar un lote de vacuna
(Tabla 3).

Tabla 3. Sustituciones de nucledtidos y aminoacidos en semillas DENVax

DENVax Nucleétidos Aminoacidos Pre-maestra | MVS? wvsa BVS?

DENVax-1 2384 G-C E-483 Gly-Ala - - Gly/Ala Ala
3823 A-C NS2A-116 lle-Leu Leu Leu Leu Leu
4407 A-T NS2B-92 Glu-Asp Asp Asp Asp Asp
7148 C-T NS4B-108 Thr-lle - - lle lle
7311 A-G Silenciosa G G G G
TagMAMA5’NCR-57 % de reversion® -- - - -

DENVax-2 592 A-G prM-52 Lys-Glu Glu Glu Glu Glu
6481 G-C NS4A-36 Ala-Pro - - Ala/Pro Pro
7156 C-T NS4B-111 Leu-Phe - - Leu/Phe Phe
8803 A-G NS5-412 lle-Val Val Val Val Val
TagMAMA 5’'NCR-57 % de reversion® - - 0,07% 0,21%

DENVax-3 1603 A-T E-223 Thr-Ser Ser Ser Ser Ser
6436 G-A NS4A-23 Asp-Asn - - Asn Asn
7620 A-G Silenciosa G G G G
TagMAMA 5’NCR-57 % de reversion® - - - -

DENVax-4 225 A-T Silenciosa T T T T
3674 A-G NS2A-66 Asp-Gly Gly Gly Gly Gly
3773 A-A/G NS2A-99 Lys- - Lys/Arg | Lys/Arg | Lys/Arg

Lys/Arg
5391 C-T Silenciosa T T T T
6437 C-T NS4A-21 Ala-Val Val Val Val Val
7026 T-C Silenciosa T/C T/C T/C T/C
7538 C-C/T NS4B-238 Ser- - - Ser/Phe | Ser/Phe
Ser/Phe

9750 A-C Silenciosa C C C C
TagMAMA 5'NCR-57 reversion %P- - 0,13% - -

@ Negrita: Cambios iniciados en las provisiones de partida de MVS

b”..“ |Indica una velocidad de reversion <0,01% (limite de deteccion), “-“ Indica una velocidad de

reversion <0,07% (limite de deteccion)

El andlisis de la secuencia del genoma completo revelé una mutacién adicional de aminodcido desarrollada en MVS
de DENVax-4, mientras que los otros tres lotes de MVS de DENVax mantuvieron la secuencia de genoma consenso
de sus semillas pre-maestras. En general, de la obtencién de las semillas P1 a las semillas pre-maestra (P7), s6lo se
produjeron 1 0 2 mutaciones no-sinénimas en una semilla dada. De las semillas P1 a MVS (P8), se identificaron de 2
a 7 sustituciones de nucleétidos en una semilla DENVax dada y solo 2-3 de estas sustituciones dieron como resultado
cambios en aminodacidos. Por tanto, solo se produjeron cambios pequefios. Los virus de ARN son propensos a errores
durante su replicacion genémica, de tal forma no se esperaban sustituciones genéticas en los genomas de flavivirus
durante los pases de células. Ninguna de las mutaciones silenciosas de MVS fue dentro de 50 3'NCR que podian
afectar a la replicacion del virus. Solamente el cambio en el prM-52 Lys-Glu de DENVax-2 y la sustitucion en NS2A-
66 Asp-Gly de DENVax-4 no fueron cambios conservativos. La mutacion NS2A-66 de DENVax-4 esta en la parte de
la cadena principal no estructural de DENV-2 PDK-53. Aunque el locus NS2A-66 son usualmente Asp en las diferentes
cepas de DENV-2, normalmente sera Gly para DENV-4. Es posible que el cambio de Asp a Gly en el DENVax-4 sea
relevante para el ajuste de DENVax-4 en células Vero. La mutacién de DENVax-2 prM-52 reside en la porcién C-
terminal de prM que es escindida de las particulas de virus maduros. En algunos métodos ilustrativos, se realiz6 una
caracterizacion fenotipica para confirmar que ninguna de las mutaciones en las semillas MVS alteraba
significativamente los fenotipos de atenuacion de la vacuna.
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Los virus DENVax demostraron una alta estabilidad genética durante el procedimiento de fabricacion. Los tres loci de
atenuacion definidos para DENV-2 PDK-53 localizados en 5’NCR, NS1-53 y NS3-250 permanecieron estables en la
secuencia del genoma consenso tras un pase en serie de DENVax a partir de cepas pre-Maestras a preparaciones de
vacunas en masa. El TagMAMA altamente sensible del locus 5’NCR-57 demostr6 una reversion minima o no detectable
en MVS, WVS (P9/Trabajo) y BVS (Semillas de Virus en Masa para vacunas) de los serotipos del virus del dengue. Las
velocidades de reversion de 5NCR-57 de las preparaciones de BVS de DENVax (equivalente P10) fueron
significativamente menores que las velocidades de reversion de 5’NCR-57 que evolucionaron en candidatos a vacunas
de grado de investigacion después de 10 pases seriados en células Vero (4-74% de reversion). La estrategia para la
fabricacién a gran escala de las semillas DENVax proporcionada en el presente documento dio como resultado una
semilla de vacuna genéticamente estable que conservé los marcadores de atenuacion en los virus candidatos a vacunas.

Fenotipo de placa de MVS de DENVax

En un método ilustrativo, los fenotipos de placa de MVS de DENVax se compararon con los virus del Dengue de tipo
salvaje y sus virus quiméricos de grado de investigacién homélogos en células Vero (Fig. 2). Todos los MVS de
DENVax-1, -2, -3 produjeron placas que fueron significantemente menores que sus homologos de tipo salvaje y muy
similares (dentro de 0,4 mm de diferencia) a sus virus homélogos de grado de investigacion en células Vero. MVS de
DENVax-4 también fue significantemente menor que DENV-4 de tipo salvaje, pero fue ligeramente mayor (0,9 mm de
diferencia) que la quimera original D2/4-V obtenida en el laboratorio.

La Fig. 2 representa un histograma que ilustra los tamanos de placa de MVS de DENVax en contraste con los virus
de tipo salvaje de control y los virus candidatos a vacunas de grado de investigacion. Los diametros de placa medios
(mm) £ DT (barras de error) de las placas del virus en las células Vero bajo recubrimiento de agarosa se midieron en
el dia 9 pi. Los virus DEN de tipo salvaje representados por barras de color negro, y los virus candidatos a vacunas
de grado de investigacion publicados previamente, representados por barras de color blanco, fueron incluidos para
control y comparacion con las semillas de vacuna DENVax maestras representadas por las barras de color gris.

Sensibilidad a la temperatura de MVS de DENVax

En otro ejemplo ilustrativo, se someti6 a prueba la sensibilidad a la temperatura en células Vero del MVS de DENVax
y se comparé con sus homologos de tipo salvaje y el virus de vacuna quimérico de grado de investigacion original.
DENV-3 16562 de tipo salvaje (wt) no fue sensible a la temperatura. El virus del Dengue wt de serotipo 1y el virus del
dengue de serotipo-4 fueron moderadamente sensibles a la temperatura a 39°C (los titulos fueron aproximadamente
1,0 log1o ufp/ml menores a 39°C que a 37°C, Fig. 3). El virus del dengue wt de serotipo-2 16681 fue el mas sensible a
la temperatura de los virus del Dengue wt sometidos a prueba y dio como resultado una caida de titulo de 100 veces
a 39°C. DENVax-1, -2, -3 fueron tan sensibles a la temperatura como los virus de vacuna quiméricos grado de
investigacion homologos originales (Fig. 2). Los titulos a 39°C cayeron entre 2,0 y 3,0 logio ufp/mL para estas cepas
de DENVax. DENVax-4 también fue sensible a la temperatura mostrando una reduccion de 5 veces en el titulo. Sin
embargo, D2/4-V de grado de investigacion original mostré aproximadamente una reduccion de 10 veces en el titulo.
El MVS de DENVax-4 final, estabilizado, contenia F127 (y otros agentes que se sabe que estabilizan estas
formulaciones (FTA)), que se demostrd que potenciaba la estabilidad térmica del virus del Dengue. La presencia de
F127 en MVS de DENVax-4 probablemente contribuyé a la sensibilidad a la temperatura menos pronunciada del virus
en el ensayo de cultivo con Vero. En un experimento separado, se evalué adicionalmente la sensibilidad a la
temperatura de una cepa DENVax-4 obtenida de MSV en la ausencia de F127. Para eliminar F127 de la cepa, el ARN
viral se aislé de una preparacion en masa de DENVax-4 y se transfecté a células Vero. Este virus DENVax-4 parece
ser tan sensible a la temperatura como la cepa de investigacion D2/4V (el titulo se redujo a 1,5 logio ufp/mL) en el dia
3pi en ausencia de F127 (Fig. 3).

La Fig. 3. ilustra un histograma ilustrativo que muestra las sensibilidades a la temperatura de MVS de DENVax. Los
virus del dengue de tipo salvaje y los virus candidatos a vacuna de grado de investigacién publicados previamente se
incluyeron como comparacion. MVS de DENVax-4 contiene F-127 adicional que puede enmascarar los resultados de
sensibilidad a la temperatura del virus en este ensayo. Se incluyé también un experimento separado analizando un
sustituto de DENVax-4 en ausencia de F127. Titulos medios = DT (barras de error) de los virus replicados en células
Vero a 37°C o 39°C.

Replicacion de MVS de DENVax en células C6/36 de mosquito

En algunos métodos ilustrativos, las MVS de DENVax fueron cultivados en células C6/36 para verificar la retencion
del fenotipo de atenuacién in vitro, con el conocimiento de que los virus de vacuna quiméricos de grado de
investigacion conservaban el fenotipo de atenuacion de la cadena principal del virus DENV-2 PDK53 en estas células
de mosquito. Comparados con los virus del dengue wt, las MVS de DENVax-1, DENVax-2, DENVax-4 mostraron una
reduccion significativa de crecimiento (al menos una reduccion de 3 logio ufp/mL) en células C6/36 el dia 6pi (Fig. 4).
Las MSV de DENVax-3 también exhibieron una reduccién del crecimiento en comparacion con DENV-3 16562, pero
la reduccién no fue tan marcada (reduccion de 1-2 logio ufp/mL). Sin embargo, los titulos en C6/36 de los lotes de las
semillas DENVax-3 fueron similares (dentro de una diferencia de 1 logio ufp/mL) al titulo en C6/36 del virus de vacuna
D2/3-V quimérico de grado de investigacion original.
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La Fig. 4. llustra un histograma ilustrativo que traza el crecimiento restringido de MVS de DENVax (barras de color
gris) en células C6/36 en comparacion con los virus del Dengue wt (barras de color negro) y los virus de vacuna de
grado de investigacion (barras de color blanco). Titulos medios + DT (barras de error) de los virus replicados en células
C6/36 6 dias pi.

Velocidades de infeccidn, diseminacion y transmision de virus en mosquitos completos

En algunos métodos ilustrativos, la tasa de infeccion y diseminacion de DENVax se comparé con sus virus del Dengue
wt progenitores. En algunos experimentos ilustrativos, se llevaron a cabo experimentos de infeccion oral en mosquitos
Ae. Aegypti. La harina de sangre infectada fue titulada de nuevo para medir los titulos del virus y solo se incluyeron
como comparacion en la Tabla 4 los experimentos con titulos de virus similares en la harina de sangre (menos de 1
log1o ufp/mL de diferencia) entre los virus del Dengue progenitores y DENVax para cada serotipo. DENVax-1, DENVax-
2 y D2 PDK-53-VV45R de grado de investigacién no infectaron los mosquitos a través de la alimentacién oral, lo que
es significativamente diferente (p<0,0001) de sus virus progenitores, DENV-1 16007 (44% de infeccion) y DENV-2
16681 (43,3% de infeccion). Ya que no se infectd ningin mosquito con DENVax-1 y -2, hubo poca o ninguna
preocupacion por la diseminacién de estos dos virus de vacuna. Mientras que DENVax-4 si infect6é a algunos de los
mosquitos mediante alimentacion oral (2 de 55) la tasa de infeccién fue significativamente menor (p<0,05) que la de
su virus wt progenitor, DENV-4 1036 (8 de 50). DENVax-3 no infectd ningiin mosquito en dos experimentos con titulos
de virus de harina de sangre de 5,2+0,02 log1o ufp/mL (Tabla 4) y en un experimento separado con titulo viral de harina
de sangre 6,0 log1o ufp/mL solo 1 de cada 30 mosquitos se infectd (datos no mostrados). Sin embargo, el virus del
Dengue-3 16562 wt también tuvo una tasa de infeccion muy baja (8%) a 5,2 log1o ufp/mL y la velocidad no aumenté
en un experimento separado con un titulo viral mayor de harina de sangre a 6,2 log1o ufp/mL (3%, 1 positivo de 30
mosquitos, datos no mostrados). Aunque el virus del dengue-3 y el virus del dengue-4 de tipo salvaje (wt) tuvieron
tasas de infeccién significantemente menores que el virus del engue-1 y virus del engue-2 wt, los titulos medios de los
virus en los mosquitos infectados fueron similares (3,1 a 3,9 logio ufp/mosquito). En contraste, los titulos de DENVax-
4 de dos mosquitos infectados fueron ambos minimos (0,7 logio ufp/mosquito), lo que fue 1.000 veces menor que el
titulo de los mosquitos infectados con el serotipo 4 de virus del dengue 1036 wt (3,9 + 1,5 ufp/mosquito).

Para aquellos mosquitos infectados, la diseminacion fuera del intestino medio pudo verificarse determinando si el virus
estaba presente en las patas. Los cuatro DENV progenitores dieron como resultado velocidades de diseminacion entre
36,3% y 62,5% y sus titulos virales medios (en log1o ufp) de las patas estuvieron entre 0,9+0,3 y 2,2+0,7 (excluyendo
a las muestras negativas). Ninguno de los mosquitos infectados con DENVax-4 dio como resultado una diseminacion
del virus a las patas (Tabla 4). Mientras que el virus diseminado fue detectable en las patas, ninguno de los cuatro
virus del Dengue wt fue detectable en la saliva de mosquitos infectados oralmente, sugiriendo que las condiciones de
alimentacion oral pueden no ser lo suficientemente sensibles para medir la velocidad de transmisién de estos DENV.
Por lo tanto, en otros métodos ilustrativos, se realizaron posteriormente infecciones artificiales de mosquitos altamente
estrictas mediante inoculacién directa IT (Tabla 4). Con excepcién de DENVax-4 todos los virus (wt y DENVax)
alcanzaron 100% de infeccién de los Ae. Aegypti que recibieron la inoculacién IT. El inoculo de DENVax-4 tuvo un
titulo viral ligeramente menor que los otros tres inéculos virales, pero aun asi infect6 satisfactoriamente 70% de los
mosquitos que recibieron la inoculacion. A pesar de las altas velocidades de infeccién corporales alcanzadas por
inoculacion IT, los cuatro virus DENVax exhibieron velocidades de transmisién significantemente inferiores (p<0,005)
0 no detectables (0-10%) comparadas con los virus del Dengue wt (43-87%, Tabla 4). Los virus DENVax demostraron
poca o ninguna infeccién y diseminacion después de alimentacién oral y los resultados IT altamente estrictos
confirmaron la minima capacidad de transmision de estos virus DENVax en Ae. Aegypti.

Tabla 4: Velocidades de infeccidn, propagacién y transmision de virus en mosquitos completos

Alimentacion Oral Inoculacion IT
Harina de .. | Titulo en el Disemina- . .. | Titulo en el I
Sangre® Infeccion organismo* cion® Inéculo |Infeccion organismo* Saliva
Virus
MediatDT| %(P/N) | MediatDT | p? | %(P/N) |Ufp/dosis| %(P/N) | MediatDT |%(P/N)| p*
DENV-1 44,0% 36,3% 100% 43%
16007 6.6 (1125 | 3615 4/11) 539 | (30;30) | 47*048 (13730
R 100% 10%
DENVax-1| 69 |0%(0/30)| NA  |<0,0001| NA 678 | oo | 34039 | guo | <0005
DENV-2 43,3% 38,5% 100% 87%
16681 6.6 (1330) | 115 (5/13) 67.8 | (30:30) | 22*03% (26130
D2 PDK 100% 0%
ovossh | 64 |0%(030)|  NA | <00001| NA 564 | momg) | 40202 | gag | <0.0001
DENVax-2| 64 |0%(0/30)| NA  |<0,0001| NA 52,7 100% 1 354027 | 7% | <0,0001
’ ’ ’ @3030) | 35%027 | (o/30) [<0:
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DENV-3 . 50% 100% 67%

P 52 |8%(2/25)| 3,8+0,2 ae | 30| @omo) | 422080 |guag

DENVax3 | 5,2¢0,02 | 0% (0/50) |  NA 0,108 | NA 37,3 100% 1 334036 | 3% |<0,0001
=20, : ; 30/30) | 330:36 | (1130 [<O-

DENV-4 62,5% 100% 70%

o 5,8:0,5 |16% (8/50)| 3,9+1,5 o 894 | aomg) | 521045 |07

DENVax-4 | 54404 [3,6% (2/55) 0,7+0,0 | 0,033 | 0%(0/2) | 11,8 70% | 11046 | 0% |<0,0001
420,413, 720, ’ ’ @1/30) | 112046 | gi21) [<O-

@ Titulos de virus o Media + desviacion tipica si es de mas de un experimento en harina de sangre (log1o ufp/mL)
mediante retrotitulacion.

P Tasa de virus detectados en organismos de mosquito. P/N mosquitos positivos/totales

c Titulos medios de virus * desviacion tipica (logio ufp/mosquito) en el organismo de mosquito, solo se incluyen en
el calculo las muestras positivas.

d Analisis estadistico de las diferencias entre DENV wt y DENVax mediante probabilidad Exacta de Fisher.
© Tasa de virus detectados en patas de los mosquitos infectados de forma positiva

fTasa de virus detectados en saliva de los mosquitos infectados de forma positiva. Empleada para medir la eficacia
de transmision.

La competencia del vector es un componente de seguridad importante para los virus de vacunas de flavivirus vivos,
atenuados. Previamente, los virus de grado de investigacion DENV-2 PDK-53-VV45R y derivados wt se probaron en
Ae aegypti y se encontr6 que la mutacién atenuante NS1-53-Asp era el determinante dominante para danar la
replicacién en mosquitos. Los otros dos loci de atenuacion principales de la vacuna DENV-2 PDK-53, nucleétidos
5’NCR-57-T y NS3-250-Val también mostraron cierto efecto inhibidor sobre la replicacién en mosquitos,
proporcionando de ese modo restricciones redundantes adicionales para competencia del vector en mosquito. Algunos
métodos ilustrativos descritos en el presente documento, fueron utilizados para probar la infeccion oral e IT en
mosquito y la replicacién de las cuatro cepas DENVax. DENVax-1, -2 y -3 no afectaron ninguno de los mosquitos Ae.
Aegypti a través de una infeccion oral (Tabla 4). DENVax-4 infecté solamente 3,6% de los mosquitos expuestos
oralmente, un nivel significantemente menor que el de DENV-4 wt con un titulo medio replicativo en los organismos
de los mosquitos menor que los mosquitos infectados con DENV-4. De forma sorprendente DENVax-4 se detecté en
las patas de los mosquitos infectados, sugiriendo que DENVax-4 no fue capaz de diseminarse desde el intestino medio
del mosquito después de la infeccidn oral. Las tasas de infeccion de DENVax-1, -2 y -4 fueron significantemente
menores que las de sus contrapartes wt, pero la diferencia no fue significativa entre DENVax-3 y su DENV-3 16562
wt debido a las muy bajas tasas de infeccion para ambos virus. En comparacién con otras cepas wt del DENV,
evaluadas en Ae. Aegypti recolectados de la misma Provincia Mae Sot, en Tailandia, las cepas progenitoras de virus
del Dengue empleadas para modificar mediante ingenieria genética DENVax parecian tener menores tasas de
infeccion y diseminacién mediante infeccion oral. DENV-1 PUO359, DENV-2 PUO218, DENV-3 PaH881/88 y DENV-
4 1288 wt empleados para modificar mediante ingenieria genética las vacuna ChimeriVax-DEN basadas en la vacuna
17D contra la Fiebre Amarilla (YF) tuvieron tasas de infeccién en el rango de 47-77%. En contraste la vacuna 17D
contra YF no pudo infectar Ae. Aegypti, aunque las cepas ChimeriVax contenian prM-E de estos DENV wt altamente
infecciosos, ChimeriVax conservo el fenotipo de atenuacién en el mosquito de su cadena principal replicativa 17D
contra YF. Los resultados proporcionados en el presente documento también indican que la atenuacién en el mosquito
de la cadena principal DENV-2 PDK-53 se mantuvo en la cepa DENVax. Ademas, empleando las cepas del virus del
Dengue wt con menor inefectividad en mosquito en las construcciones incluidas en las composiciones descritas en el
presente documento, proporciona un rasgo adicional de seguridad.

Los resultados de la infeccién oral ilustran que DENVax tuvo una infectividad y una capacidad de diseminacién
minimas en los mosquitos. Ademas, los experimentos de infeccion IT mas sensibles y estrictos se realizaron para
analizar adicionalmente el potencial de DENVax para ser transmitido por Ae. Aegypti. Los resultados IT demostraron
que los cuatro virus DENVax tenian un potencial de transmisién en el mosquito no detectable o minimo, comparados
con sus contrapartes wt. La transmision de DENVax podria ocurrir solo de forma tedrica si (1) las alimentaciones de
vectores en un vacunado con suficiente titulo de viremia infectaran el intestino medio del mosquito, (2) el virus fuera
capaz de replicarse en el epitelio del intestino medio y fuera capaz de diseminarse subsecuentemente fuera del
intestino medio y (3) el virus diseminado se pudiera replicar en la glandula salival y expectorara suficiente virus en la
saliva para su transmisién. El umbral para la viremia humana requerido para infectar los mosquitos no se ha
establecido adecuadamente, pero la viremia en seres humanos puede ser 108-108 de la dosisso infecciosa MIDso/mL
para los mosquitos después de una infeccion por DENV wt natural. Esta MIDso se basé en la inoculacion directa IT de
mosquitos con plasma humano diluido. El analisis de DENVax en primates no humanos indic6 que los titulos de viremia
después de la inmunizacién con DENVax fueron muy bajos (menos de 2,4 log1o ufp/mL) y duraron 2-7 dias. Dados los
bajos niveles de viremia y la baja infeccion, diseminacion y capacidad de transmision de DENVax en mosquitos, es
poco probable que estos virus de vacuna puedan transmitirse por mosquitos en la naturaleza o que causen viremia.
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Por lo tanto, se propone que se podria utilizar cualquiera de los pases de cualquiera de los serotipos (P1-P10) en una
composicidn para generar una vacuna segura y eficaz contra uno, dos, tres o los cuatro serotipos del virus del dengue.

Neurovirulencia en ratones lactantes

Los virus de vacuna de grado de investigacion originales fueron altamente atenuados en cuanto a la neurovirulencia
en ratones ICR recién nacidos mantenidos en las propias instalaciones en DVBD/CDC. Todos estos ratones
sobrevivieron a la sensibilizacién dosis ic (intracerebral) con 10* ufp de cada virus de vacuna. El virus del dengue
serotipo-2 16681 wt, por otra parte, dio como resultado una mortalidad de 62,5-100% en estos ratones CDC-ICR en
varios experimentos. En algunos experimentos los ratones ICR comerciales obtenidos de los laboratorios Taconic
(Taconic-ICR) se emplearon para estudiar la neurovirulencia en ratones recién nacidos. Se observé que los ratones
Taconic-ICR recién nacidos eran significantemente mas susceptibles a la infeccién por virus del dengue serotipo-2
que los ratones CDC-ICR previos. La Fig. 5A resume la neurovirulencia del serotipo-2 del virus del dengue 16881 wt
en una colonia de CDC-ICR y ratones recién nacidos Taconic-ICR sensibilizados ic con 10* ufp del virus. Los ratones
Taconic-ICR (100% de mortalidad en 32 ratones, tiempo de supervivencia promedio de 8,3 + 0,5 dias) fueron mas
susceptibles al serotipo-2 del virus del Dengue 16681 ic que los ratones CDC-ICR (91% de letalidad en 72 ratones,
tiempo de supervivencia promedio de 14,6+2,3 dias).

En otros métodos ilustrativos, con el fin de evaluar la neurovirulencia de la MVS de DENVax, los ratones Taconic-ICR
fueron sensibilizados inicialmente ic (intracerebralmente) con una dosis de aproximadamente 10* ufp de serotipo-2 de
virus del Dengue 16681 wt, virus D2 PDK-53 VV45R, D2/3-V o DENVax 1-4 en uno (n=16), o dos (n=31-32)
experimentos (Fig. 5B). A esta dosis, los virus de grado de investigacion D2/3-V, asi como MVS de DENVax-1 y
DENVax-3 exhibieron fenotipos de neurovirulencia completamente atenuados (sin enfermedad ni mortalidad). Como
se esperaba, se encontrd que el serotipo-2 de virus del Dengue wt era “letal”, con un tiempo supervivencia promedio
(“AST en sus siglas en inglés”) de ratones de 8,3%0,8 dias. En estos ratones Taconic-ICR sensibles al serotipo-2 del
virus del Dengue, el virus de grado de investigacion D2 PDK-53-VV45R dio como resultado 81,3% de mortalidad. La
MVS de DENVax-2 y la MVS de DENVax-4 fueron uniformemente letales en los ratones Taconic-ICR, mostrando
valores de AST de 9,8+1,7, 10,2+1,4 y 11,3+0,4 dias, respectivamente.

En algunos métodos ilustrativos, la neurovirulencia del serotipo-2 del virus del Dengue 16681 wt se compar6 con la de
D2 PDK-53 VV45R, MVS DENVax-2 y MVS DENVax-4, asi como el virus de grado de investigaciéon D2/4-V, a una
dosis 10 veces menor (103 ufp, Fig. 5C). El serotipo-2 del virus del Dengue wt mantuvo un fenotipo neurovirulento
uniformemente letal, con AST de 9,0+1,4 dias a esta dosis de sensibilizacion mas baja. Los otros 4 virus exhibieron
fenotipos de neurovirulencia intermedios, y el grado de neurovirulencia fue especifico del serotipo. El virus D2 PDK-
53-VV45R y su MVS de DENVax-2 afin mostraron atenuacién significativa (supervivencia de 32,3% con AST de
13,1+3.8 dias y supervivencia de 31,2% con AST de 10,5+3,4 dias, respectivamente). Tanto MVS de DENVax-4 como
el virus de grado de investigacion D2/4V fueron altamente atenuados en cuanto a su neurovirulencia (supervivencia
de 81,3% con AST de 18,815,8 dias y supervivencia de 100%, respectivamente). Los resultados sugieren que la MVS
del DENVax-1y -3 exhiben una atenuacion completa de la neurovirulencia, mientras que los lotes de MVS de DENVax-
2y -4 conservaron los fenotipos de atenuacién que asemejaban cercanamente a sus candidatos a vacuna de virus de
grado de investigacion homadlogos.

Las Fig. 5A-5C representan gréficas ilustrativas que muestran la neurovirulencia en ratones recién nacidos sometidos
a prueba con diversas composiciones, incluyendo el serotipo-2 del virus del Dengue wt y virus de Dengue atenuados
diferentes. Los resultados agrupados de numerosos experimentos resumen la neurovirulencia del serotipo-2 del virus
del Dengue 16681 wt en ratones CDC-ICR (n=72) y ratones recién nacidos Taconic-ICR (n=32) sensibilizados ic con
10* ufp del virus (A). La neurovirulencia de MVS de DENVax se sometid a prueba en ratones Taconic-ICR con una
dosis de 10* ufp (B) o 102 ufp (C). Se indica el nimero de animales sometidos a prueba por grupo en un experimento
(n=16) o dos experimentos agrupados (n=31 o 32).

Fenotipo de placa de WVS, y BVS

Se realizaron ciertos estudios para comparar los fenotipos de placa de WVS y BVS con MVS, virus del Dengue wt y
sus quimeras de grado de investigacion obtenidas en laboratorio homélogas, en células Vero (Fig. 6). Los tamafos
medios de placa fueron calculados a partir de 10 placas para cada virus de vacuna, pero a partir de un nimero reducido
de DENV-1, -3, -4 wt. Todos los virus MVS de DENVax-1, -2 y -3 produjeron placas que fueron significativamente
menores que sus homologos wt y muy similares (con diferencias de 0,4 mm) a sus virus de grado de investigacion
homologos en células Vero. La MVS de DENVax-4 también fue significantemente menor que DENV-4 wt, pero
ligeramente (0,9 mm) mayor que la quimera D2/4-V obtenida a nivel de laboratorio original. Con la excepcién de
DENVax-2, todas las WVS y BVS de DENVax-1, -3, -4 conservaron tamafios de placa significativamente menores que
aquellos producidos a partir de sus homoélogos wt. Las WVS y BVS de DENVax-2 produjeron placas que eran similares
a las placas del virus DENV-2 wt en células Vero, pero cuando se probaron en células LLC-MK:z todas las semillas de
DENVax-2 elaboradas, produjeron placas que eran un tanto menores que las de DENV-2 wt (1,4 £ 0,4) y similares a
D2 PDK-53-VV45R obtenido en el laboratorio (1,0£0,3) (Fig. 6).

La evaluacion de los marcadores de fenotipo de atenuacion viral, incluyendo fenotipo de placa pequena, sensibilidad
a la temperatura, reducciébn de la replicacion en células de mosquito, reduccibn de la
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infeccion/diseminacién/transmisién por mosquitos y reduccion de la neurovirulencia en ratones ICR recién nacidos, se
realizé en composiciones para provisiones de partida de MVS. Los resultados indicaron que todos los DENVax
conservaron los fenotipos de atenuacion esperados, similares a los virus de vacuna de grado de investigacion
originales. Dado que las mutaciones responsables de la atenuacién se conservan en MVS, WVS y BV, se puede
esperar que los fenotipos atenuados se conserven en el material fabricado para pruebas clinicas humanas.

La Fig. 6 representa un histograma ilustrativo que muestra el tamafo de placa de MVS, WVS y BVS de DENVax. Los
didametros medios de placa + DT (barras de error) de las placas de virus en células Vero o LLC-MK:z bajo capa de
agarosa se midieron el dia 9 pi. Los DENV wt y los virus candidatos a vacunas de grado de investigacién previamente
publicados, se incluyeron como control y comparacion.

Replicacion del virus en células C6/36 de mosquito

Los estudios previos demostraron que los virus quiméricos para vacuna basados en PDK-53 de grado de investigacion,
conservaban el fenotipo de atenuacion de la cadena principal del virus DENV-2 PDK53 en células C6/36. En algunos
métodos ilustrativos, las MVS, WVS y BVS de DENVax se cultivaron en células C6/36 para verificar su conservacion
de este marcador de atenuacion in vitro después de una fabricacion a gran escala. Comparado con el virus del Dengue
wt, excepto DENVax-3, las semillas fabricadas muestran una reduccion marcada en el crecimiento (al menos una
reduccion de 3 logio UFP/mL) en células C6/36 el dia 6 pi (Fig. 7). Las semillas de DENVax-3 también exhibieron una
reduccion del crecimiento en comparacion con DENV-3 16562 wt, pero la reduccion no fue tan marcada (una reduccion
de 1-2 logio UFP/mL). Sin embargo, los titulos de los lotes de semillas de DENVax-3 fueron similares (dentro de 1
logio UFP/mL de diferencia) a los del virus de vacuna D2/3V quimérico de grado de investigacion original.

La Fig. 8 representa un histograma ilustrativo del crecimiento restringido de MVS, WVS y BVS de DENVax en células
C6/36. Titulos medios + DT (barras de error) de los virus replicados en células C6/36 a los 7 dias pi. Se incluyeron virus
del Dengue wt y virus candidatos a vacunas de grado de investigacion, previamente publicados con fines de comparacion.

Neurovirulencia en ratones lactantes

Se realizaron experimentos adicionales para analizar la neurovirulencia en ratones ICR recién nacidos. Empleando
una dosis intracraneal de 10* UFP, las tasas de supervivencia para DENV-2 16681 wt y D2 PDK-53-VV45R fueron 0%
y 18,8% respectivamente (Fig. 9A) en los ratones ICR, pero fueron de aproximadamente 20% para DENV-2 16681 wt
y 100% para D2 PDK-53-VV45R en los ratones CDC ICR. En este estudio las MVS de DENVax-1 y DENVax-3 se
atenuaron (100% de supervivencia) a los ratones con una dosis de 10* UFP, pero las MVS de DENVax-2 y DENVax-
4 causaron 100% de mortalidad a una dosis de mas de 10* UFP (Fig. 5A). Sin embargo, cuando se sometieron a
prueba a una dosis de 103 UFP del virus, DENVax-2 (31,3% de supervivencia) y DENVax-4 (81,3% de supervivencia)
mostraron una reduccion de neurovirulencia con respecto al serotipo-2 del virus del Dengue 16681 wt (0% de
supervivencia) y sus tasas de supervivencia fueron similares a las de los candidatos a vacuna de grado de
investigacion D2-PDK53-VV45R (32,3%) y D2/4-V (100%) respectivamente (Fig. 9B). Aunque no se incluyeron DENV-
1, -3 0 -4 wt para fines de comparacion en este estudio, el trabajo previo demostré que el DENV-1 16007 wt estaba
atenuado en los ratones CDC-ICR por la via ic, mientras que DENV-3 16562 y DENV-4 1036 wt fueron altamente
virulentos (0% de supervivencia), para los ratones CDC-ICR. Es posible que estos tres DENV wt podrian exhibir
virulencia similar o mayor en el ratéon Taconic ICR que es mas susceptible. Por lo tanto, se considerd que la inclusion
de estos virus del Dengue wt para la comparacién con sus MVS de DENVax homoélogas no brindaria mas informacion.
Este estudio indico que las MVS de los 4 DENVax y los virus candidatos a vacuna obtenidos en laboratorio originales
exhiben fenotipos de atenuacion en ratén comparables, con respecto a DENV-2 16681 wt.

Las Fig. 9A-9B representan graficos ilustrativos de datos de neurovirulencia de MVS de DENVax en ratones ICR recién
nacidos. (A) Inoculaciones IC del virus a una dosis de 10* UFP. (B) Inoculacién IC del virus a una dosis de 10° UFP.

Todos los lotes de semillas del DENVax fueron evaluados para determinar a su identidad, esterilidad y ausencia de
agentes no deseables. El analisis de secuencia de genoma completo reveld que una mutacién adicional de aminoacido
evolucioné en la MVS DENVax-4, mientras que las MVS de los otros 3 DENVax conservaron la secuencia de genoma
consenso de sus semillas pre-maestras. En lotes WVS, DENVax-3 adquirié6 una mutacién extra de aminoacido y los
otros 3 serotipos acumularon 2 sustituciones extra de aminoacidos, con respecto a sus semillas pre-maestras. Las
secuencias del genoma de los 4 lotes de BVS fueron idénticas a las de sus lotes WVS. En general, de las semillas P2,
a las semillas pre-maestras (P7), solo aparecieron 1 0 2 mutaciones no silenciosas en una semilla dada. Entre las
semillas pre-maestras y BCS (P10), solo se observaron 1-2 sustituciones de nucleétidos, todas las cuales se
produjeron en NS2A, 4A o 4B, con la excepcion del cambio de un Unico nucleétido que dio como resultado una glicina
conservada y una alanina en el resto E-483. De las semillas P2 a BVS (P10) se identific un total de 3 a 8 sustituciones
de nucledtidos para cualquier semilla DENVax dada y solo de 2 a 4 de estas sustituciones dieron como resultado
cambios se aminoacido. Ninguna de las mutaciones silenciosas en BVS estuvo en la region 5’- o 3'- NCR que puede
afectar a la replicacion del virus. Estos resultados sugieren que los virus DENVax eran altamente estables
genéticamente durante la fabricacién. Los tres loci de atenuacién de DENV-2 PDK-53 definidos localizados en 5’NCR,
NS1-53 y NS3-250 permanecieron sin cambios en la secuencia de genoma consenso, después de un pase en serie
de DENVax para generar provisiones de partida de BVS. El TagMAMA altamente sensible del locus 5’-NCR-57 mostré
una reversion minima o no detectable en MVS, WVS y BVS de DENVax. La tasa de reversion mas alta de 0,21% se
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identificd en la BVS DENVax-2. Las tasas de reversion de BVS equivalentes a P10 (<0,07% a 0,21%) fueron
significativamente menores que las tasas de reversion que evolucionaron en otros candidatos a vacunas después de
los pases en serie en células Vero (reversion por P10 de 4-74%). Esto sugiere que esta estrategia para una fabricacion
a gran escala de las semillas DENVax es satisfactoria, con respecto al mantenimiento de la estabilidad genética y la
conservacion de los marcadores de atenuacion en los virus candidatos a vacuna.

Ya que las provisiones de partida de MVS divulgadas en el presente documento se utilizaran para la futura fabricacion
de lotes de WVS y BVS, se implementaron paneles completos de evaluacion de fenotipos de atenuacién de virus,
incluyendo fenotipo de placa pequeria, sensibilidad a la temperatura, reduccion de la replicacién en células de
mosquito, reduccién de la infeccién/diseminacion/transmision en mosquitos completos, y reduccion de la
neurovirulencia en ratones ICR recién nacidos para todas las MVS o sus provisiones de partida sustitutas equivalentes.
Para las provisiones de partida de WVS y BVS, también se acometié el tamafio de placa y la inefectividad en células
de mosquito para confirmar sus atenuaciones. Los resultados indicaron que todas las provisiones de partida de MVS
de los 4 serotipos de DENVax conservaron los fenotipos de atenuacién esperados, tales como placas pequeias,
reduccion de la replicacién en células C6/36, y reduccion de la neurovirulencia en ratones, similares a los de los virus
de vacuna derivados en laboratorio originales (Fig. 6, 8 y 9). Con excepcién del DENVax-4, las otras tres provisiones
de partida de MVS de DENVax fueron TS a 39°C como se muestra en las Fig. 3y 7.

Para las provisiones de partida de WVS y BVS, se analizaron y confirmaron dos fenotipos de atenuacién, placas
pequenias y replicacion restringida en células C6/36. Puesto que habia muy pocos cambios genéticos entre MVS y
BVS se esperaba que pudieran conservar los fenotipos de atenuacion como MVS. Ademas de los experimentos
descritos en este informe, se han sometido a prueba la seguridad y la inmunogenicidad del DENVax elaborado en
ratones Ag129 y primates no humanos.

Los métodos ilustrativos se proporcionan en el presente documento para demostrar la fabricacién de provisiones de
partida de MVS, WVS y BVS de DENVax bajo cGMP. Las provisiones de partida de BVS se emplearon para formular el
DENVax tetravalente que se encuentra actualmente en evaluaciones en pruebas clinicas con seres humanos. En algunos
métodos ilustrativos se proporciond una estrategia de fabricacion Unica para optimizar la estabilidad genética y la
seguridad de las MVS fabricadas. Puesto que los loci de atenuacion principales del DENVax han sido bien caracterizados
previamente y un ensayo SNP altamente sensible y cuantificable, se desarrollé TagMAMA para integrar la secuencia de
genoma y TagMAMA para identificar semillas pre-maestras Optimas para preparar la MVS. Las caracterizaciones
genéticas y fenotipicas de MVS fueron completamente analizadas para confirmar que estos virus conservaban las
atenuaciones deseables para la seguridad de la vacuna. Esta puede ser la Gnica vacuna viral atenuada viva que puede
ser analizada eficazmente para determinar los locis genéticos de atenuacion principales durante la fabricacion a partir de
provisiones de partida pre-maestras hasta BVS. Los resultados proporcionados en el presente documento ilustran la
ventaja de disefiar estratégicamente vacunas vivas atenuadas en la seguridad de las vacunas

La Fig. 10 representa una Tabla ilustrativa que compara nuevos virus vivos, atenuados con virus del dengue vivos
atenuados generados previamente. Las mutaciones se indican donde difieren del virus de control (p. ej., 16681) u
otros virus del dengue-2 vivos atenuados.

Materiales y métodos
Virus y células

DENV-1 16007, DENV-2 16681, DENV-3 16562 y DENV-4 1034 sirvieron como controles de DENV de tipo salvaje
(wt) y fueron los genotipos progenitores de virus de los cuatro candidatos a vacunas DENVax recombinantes. Los
virus de grado de investigacion progenitores de DENVax, denominados D2/1-V, D2 PDK-53-VV45R, D2/3-V y D2/4-V
se prepararon y caracterizaron previamente. Las células Vero (rindn del mono verde africano) se utilizaron para
preparar los bancos celulares maestros y de trabajo para la produccién de la vacuna y fueron originados a partir de la
linea celular CCL81 de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC) que ha sido caracterizada por la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO) para producir vacunas (células WCB-Vero)

Obtencion de virus DENVax recombinantes vivos a partir de clones de ADNc

Para volver a obtener los virus candidatos a vacunas bajo las condiciones de fabricacién de cGMP, los clones de
ADNCc infecciosos de DENV modificados mediante ingenieria genética previamente, pD2-PDK-53-VV45R, pD2/1-V,
pD2/4-V'y pD2/3-V ligado in vitro que contenia los ADNc virales con el genoma completo se emplearon para generar
transcritos de ARN virales de nueva aportacién mediante transcripcion in vitro como se ha descrito previamente. De
forma resumida, los ADNc gendmicos de DENYV linealizados con Xbal se trataron con proteinasa K, se extrajeron con
en fenol/cloroformo y se precipitaron con etanol para eliminar cualquier proteina residual y a continuacién, se
suspendieron en una solucién tampdn de Tris-EDTA sin ARNasa, antes de la transcripcion. La transcripcién in vitro se
llevo a cabo empleando un kit de transcripcion de alto rendimiento AmpliScribe T7 (Epicentre Thechnologies) siguiendo
el protocolo recomendado por los fabricantes. El analogo de ARN con proteccién terminal de A, m7G(5’)ppp(5’)A (New
England BioLabs) se incorporé durante la reaccién de trascripcién de 2h para afadir la proteccién terminal 5’ de A al
transcrito de ARN. Las muestras se trataron a continuacién con ADNasa | para digerir el ADNc molde, seguido de
extraccion con fenol/cloroformo a bajo pH y precipitacion con etanol para eliminar el ADN y las proteinas residuales.
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Los transcritos de ARN purificados se suspendieron en agua sin ARNasa y se distribuyeron en alicuotas de 20 pl y se
almacenaron a -80°C hasta que estuvieron listos para la transfeccion de las células. La integridad y concentracion de
los transcritos de ARN se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa. Se estim6 que cada alicuota de 20 pl
contenia ARN viral con longitud del genoma suficiente para permitir la transfeccion de 0,4-1 x 107 células Vero
certificadas para la produccién mediante electroporacion.

La transfeccion de cada transcrito de ARN a células WCB-Vero se llevo a cabo en las instalaciones cGMP en Shantha
Biotechnics. Los transcritos ARN de DENVax se descongelaron, se mezclaron con 400 pl de la suspensién de células
Vero (1 x 107 células/ml) y se transfirieron a una cubeta de electroporacion pre-congelada estéril (con espaciamiento
de 4 mm) para la electroporacién mediante un sistema total Gene Pulser Xcell (BioRad Laboratories). Cada muestra
se pulsé una vez a 250V/e0 Ohm/500uF y se incubd durante 10-15 min a temperatura ambiente, se transfirié a un
matraz de 75 cm? que contenia 30 ml de medio de crecimiento celular (MEM con FBS al 10%), y se incubd a 36°C
+1°C, COz2 al 5% durante 6-11 dias. El medio de cultivo se cosechd, clarificé mediante centrifugacion, se estabilizo y
se almacend en alicuotas pequenas debajo de -60°C. Los titulos virales de las provisiones de partida de vacunas
candidatas (denominadas P1 por el pase a nivel 1) resultantes de la transfeccién se determinaron mediante un ensayo
de titulacion de placa en células Vero y se utilizaron para propagacion futura de las semillas DENVax.

Fabricacion de las semillas de virus DENVax

Las semillas de virus P1 se utilizaron para propagar los lotes de las semillas del virus pre-maestras, maestras, de
trabajo y en masa de DENVax a través de una estrategia disefiada para garantizar la estabilidad genética 6ptima y la
seguridad de los lotes manufacturados. Esta estrategia incluyé tres purificaciones seriadas en placa, asi como analisis
genéticos de los virus a varios niveles de pases para seleccionar las poblaciones de virus clonales éptimas para una
produccion continua de semillas (Tabla 1). En forma resumida, las semillas P1, cosechadas de las células
transfectadas se amplificaron una vez mediante infeccion de células Vero a una MOI de 0,001 para generar las semillas
P2. Las alicuotas de las semillas P2 se evaluaron por morfologia de placa y secuenciacion genémica viral completa.
Las provisiones de partida de P2 genéticamente confirmadas se sembraron en células Vero en monocapas con un
medio descrito en la seccidn de titulacion de placas posteriormente, para generar placas bien aisladas. Después de
visualizar con rojo neutro, se aislaron seis placas individuales de cada uno de los 4 serotipos de virus de vacuna
(placas de clones A a F) y se mezclaron con 0,5 ml de medio de cultivo (Pase P3). Cada una de las seis suspensiones
de placas fue sometida a dos rondas adicionales de purificacién de placas, que dieron como resultado semillas de
virus purificadas en placa dos y tres veces en los pases P4 y P5 respectivamente. Los virus P5 se amplificaron a través
de dos pases secuenciales en Vero para producir provisiones de partida de semillas P7.

El andlisis genético de los tres loci de atenuacion principales de DENVax se llevaron a cabo empleando secuenciacion
puntual y/o un ensayo de mutacién mediante amplificacion de emparejamientos erréneos basado en Tagman
(TagMAMA) previamente descrito y un analisis de fenotipo de placa para seleccionar las 24 semillas P7. Las semillas
que poseian las caracteristicas iniciales apropiadas fueron caracterizadas mediante secuenciacién gendmica
completa. Como resultado de estos analisis, una de las 6 semillas P7 (clones A-F) de cada serotipo DENVax se
selecciond para que fuera la semilla pre-maestra basandose en la presencia de mutaciones atenuantes DENV-2 PDK-
53, alteraciones en la secuencia genémica minimas y fenotipo de placa esperado. Cada semilla pre-maestra
seleccionada se expandié hasta una semilla de virus maestra (MVS o P8) empleando un pase de una vez del virus a
una MOI de 0,001 en multiples matraces de 175 cm? de células Vero. Excepto por la MVS de DENVax-4, las semillas
de virus maestras se cosecharon a los 8-10 dias post-infeccion (pi). Las provisiones de partida de MVS se cosecharon
6-10 dias post-infeccion (pi), se clarificaron por centrifugacion, se estabilizaron mediante la adicién de una solucién de
sacarosa/fosfato/glutamato (concentracion final de 7,5% de sacarosa, dihidrogenofosfato de potasio 3,4 mM,
hidrogenofosfato de dipotasio 7,2 mM, glutamato monosdédico 5,4 mM, respectivamente) y FBS de 0,95 a 1,90%
(concentracién final). La MVS de DENVax-4 se preparé de forma diferente para optimizar su rendimiento. De forma
resumida, se infectaron multiples matraces de células con la semilla pre-maestra de DENVax-4 a una MOI de 0,001
en presencia de F-127™ al 0,1%, poloxamero 407 (se han evaluado otros copolimeros en bloque de OE-OP y pueden
sustituirse aqui, véase la patente expedida) que se ha demostrado aumentan la estabilidad térmica del virus DENV.
Los medios infecciosos se cosecharon 6-10 dias pi y se estabilizaron con FBS al 17% (concentracion final), se
agruparon y se congelaron. Las cuatro provisiones de partida de MVS de DENVax se almacenaron en alicuotas de 1
ml por debajo de -60°C.

Las semillas de virus de trabajo de DENVax (WVS) se prepararon mediante un pase de una vez en un cultivo de
células Vero de la MVS a una MOI de 0,001. Los procedimientos fueron similares a la produccién de MVS, con la
excepcion de que fueron cultivadas en factorias celulares de capas multiples (6360 cm?). Las provisiones de partida
de WVS se filtraron a través de filtros de 10 uM y 0,45 pM, se estabilizaron con los mismos estabilizantes empleados
para las MVS y se tomaron alicuotas de 30 mL en botellas de PETG o en crioviales de 2,0 mL y se almacenaron por
debajo de -60°C.

En algunos métodos las semillas de virus en masa (BVS) se produjeron mediante infeccion de mdltiples factorias
celulares (6360 cm? cada una) con células Vero confluentes con 90 mL de WVS diluidas para obtener una MOI de
0,001. Un medio empleado para dilucién de los inéculos de WVS contenia F-127™ al 0,1% sin suero. Después de
1,5h de adsorcion, las células se lavaron 3 veces con PBS y se anadieron 800 mL de medio DMEM libre de suero a
cada factoria celular y las factorias se incubaron con 36(+1)°C en CO2 al 5(+0,5)%. Después de incubar durante cuatro
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dias, se recolectaron pequenas alicuotas del medio para realizar pruebas de esterilidad. Los virus se cosecharon entre
los dias 5y 10 pi y se clarificaron inmediatamente por filtracion a través de un filiro de tamafo de poro de 0,45 umy
1L de cada coleccion de virus clarificados se estabilizé mediante adicién de 500 ml de solucién tampo6n 3x FTA
(concentraciones finales de trehalosa 15%, poloxamero 407 Pluronic ® F-127™ 1,0%, albimina humana USP 0,1%
en PBS, pH 7,4). El virus estabilizado se distribuyd en botellas de 1 L de PETG y se almacené congelado por debajo
de -60° para una posterior agrupacion y realizacién de pruebas de control de calidad. Todas las cosechas de virus
estabilizados con un titulo viral de mas de 10° UFP/ml y un nivel aceptable de ADN residual se descongelaron
rapidamente en un bano de agua a 32°C, a continuacion, se reunieron y mezclaron bajo condiciones de asepsia. Cada
BVS monovalente agrupada se distribuyd en contenedores de PETG etiquetados y se almacend por debajo de -60°C
para su uso posterior.

Controles de calidad del producto de fabricacion

Las semillas MVS, WVS y BVS fueron evaluadas para determinar su identidad, esterilidad y agentes adventicios
detectables. La identidad de cada provision de partida de vacuna se confirmé mediante RT-PCR con cebadores de
DENVax especificos de serotipo. Los fragmentos de ADNc amplificados contenian un sitio de empalme quimérico
E/NS1 que permitia la identificacion de cada uno de los cuatro serotipos de DENVax. Cada semilla fue sometida a
prueba empleando las reacciones de RT-PCR especificas de los 4 serotipos para confirmar la identidad viral y la
ausencia de contaminacion cruzada con serotipos de DENVax heter6logos. La prueba de esterilidad se realiz6é de
acuerdo con USP 71 (United States Pharmacopeia o Farmacopea de los Estados Unidos, seccion 71). Se realizaron
pruebas para Micoplasma.

Las siguientes pruebas in vitro e in vivo para detectar contaminacion viral se realizaron empleando cosechas de
DENVax no clarificado y no estabilizado, recolectado durante la fabricacion de las semillas. Los medios infecciosos
cosechados se neutralizaron en primer lugar con antisuero policlonal de conejo para DENV (Inviragen) a 36 + 1°C
durante 1h para inactivar el DENV. Para las pruebas in vitro, las semillas neutralizadas se inocularon a tres lineas
celulares indicadoras, MRC5, VERO y MA104 en matraces de 25 cm?. Los echovirus (control CPE) o virus de paperas
(control de hemoadsorcion) se emplearon como un control positivo de CPE o de hemoadsorcion, respectivamente. Se
realizé un seguimiento diario del CPE en todas las células durante un total de 14 dias. Al final de los 14 dias el
sobrenadante del cultivo se elimind y se reemplazé por una soluciéon de 10 mL de glébulos rojos (RBC) de cobaya (3
mL de RBC de cobaya al 0,5% en solucién salina tamponada con fosfato preparada con 10 mL de medio de crecimiento
de células). Los matraces se incubaron a continuacion a 5+3°C durante 30 minutos seguido de una incubacién a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Las monocapas se lavaron con PBS y se observaron bajo una amplificacién
10X buscando la presencia de grumos en forma de estrella de hemoadsorcion de RBC.

Las pruebas in vivo de agentes adventicios se realizaron en ratones lactantes, ratones post-destetados y cobayas. A
los ratones lactantes se les inocularon 0,1 ml o0 0,01 ml (10 ratones en cada grupo de dosis) de la muestra de semilla
neutralizada con antisuero para DENV mediante una inyeccion intraperitoneal (ip). De forma similar, a cada uno de los
10 ratones post-destetados se le inocularon viaip 0,5 mL 0 0,03 mL de la muestra. A cada una de las cobayas (5/grupo)
se le inocularon via ip 5,0 mL. La morbilidad y la mortalidad de los ratones lactantes fue observada a diario durante un
total de 14 dias después de la inoculacién. Los ratones post-destetados fueron observados durante un total de 28 dias
y las cobayas fueron observadas durante un total de 42 dias después de la inoculacién. Los articulos de prueba
cumplieron con los criterios de aceptacién si 280% de los animales que recibieron la inoculaciéon permanecieron sanos
a lo largo del periodo de observacion.

También se realizaron pruebas in vivo de contaminantes en huevos de gallina embrionados. Para cada muestra, a 10
huevos de gallina embrionados (9 dias de edad) se les inocularon 0,5 mL de la muestra neutralizada con antisuero
para DENV en el fluido alantoideo y se incubaron a 35°C durante 3 dias. Los fluidos alantoideos de estos 10 huevos
se cosecharon, reunieron y pasaron al fluido alantoideo de 10 huevos embrionados de nueva aportacién (10-11 dias
de edad; 0,5 mL/huevo) y se incubaron a 35°C durante 3 dias mas. De forma similar, para cada muestra, a 10 huevos
embrionados (6-7 dias de edad) se les inocularon 0,5 mL por huevo (BVS monovalente de DENVax-2) o 0,25 mL por
huevo (BVS de DENVax-1, DENVax-3 y DENVax-4) mediante inyeccion al saco de la yema y se incubaron a 35°C
durante 9 dias. Los sacos de la yema de estos 10 huevos se cosecharon y agruparon y se pasé una suspension al
10% en los sacos de la yema de 10 huevos embrionados de nueva aportacion (6-7 dias de edad; 0,5 mL/huevo) y se
incubaron a 35°C durante 9 dias mas. Se observd la viabilidad después de 3 dias de incubacién de los huevos que
recibieron la inoculacién en el fluido alantoideo (inoculaciones tanto iniciales como de pase). Ambas reservas de fluido
alantoideo se sometieron a prueba para determinar la actividad de hemaglutinaciéon empleando eritrocitos tipo O de
gallina, cobayas y seres humanos a 4°C y 25°C. Se observo la viabilidad de los huevos que recibieron la inoculacién
en el saco de la yema (inoculaciones tanto iniciales como de pase), después de 9 dias de incubacion.

Ensayo de placas de virus y ensayo de inmunofoco

Los titulos virales fueron medidos mediante ensayo de placa o ensayo de inmunofoco empleando células Vero. Los
ensayos de placa se realizaron en capas dobles superpuestas de agarosa en placas de seis pocillos de células Vero
confluentes, como se ha descrito previamente, y también se emplearon para evaluar los fenotipos de placa de las
semillas DENVax. Para tener una comparacion precisa, se midieron y compararon los tamarios de placa de todos los
virus en el mismo experimento. Después de visualizar con rojo neutro las placas aisladas el dia 9 pi, se midi6 el tamano
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de hasta 10 placas bien aisladas para calcular el tamafo de placa promedio. Se midieron menos placas para DENV-
1, -3y -4 wt, cuyo mayor tamano de placa no permitio frecuentemente la medicién de 10 placas bien separadas.

Debido a que DENVax tetravalente contiene todos los serotipos de DENV, se desarrollé6 un ensayo de inmunofoco
especifico a serotipo de DENV para cuantificar cada componente DENVax en las formulaciones tetravalentes. Los
ensayos de immunofoco de cada MVS de DENVax individual se compararon con los ensayos de placa para garantizar
que los resultados de titulacién de virus fueran comparables entre ambos ensayos. Los ensayos de inmunofoco se
llevaron a cabo en placas de 6 pocillos de células Vero confluentes, infectadas con virus diluidos de forma seriada.
Las células se cubrieron con un medio salino equibrado (BSS/YE-LAH) que contenia carboximetilcelulosa de alta
viscosidad (Sigma) al 0,7% y se incubaron durante 7 dias a 37°C con CO:2 al 5%. Después de eliminar las capas
superpuestas, las laminas de células se lavaron 3 veces con PBS, se fijaron con acetona al 80% fria durante 30 min
a -20°C, se lavaron una vez con PBS y se bloquearon con un tampén de bloqueo que contenia leche seca sin grasa
al 2,5% (p/v), Triton X-100 al 0,5% y Tween-20 al 0,05% en PBS a 37°C durante 30 min. Las células bloqueadas se
incubaron con MAb especificos de serotipo de DENV diluidos, 1F1 (DENV-1), 3H5 (DENV-2), 8A-1 (DENV-3) 0 1H10
(DENV-4) en el tampon de bloqueo a 37°C durante 1h o 4°C durante la noche, se lavaron 3 veces con tampén de
lavado (Tween-20 al 0,05% en PBS) y se incubaron con anti-IlgG de ratén de cabra purificada por afinidad conjugada
con fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano picante (HRP) (Jackson Immuno Research Laboratories) a 37°C durante
45-60 min. Las placas se lavaron 3 veces antes de ariadir el sustrato apropiado, NBT/BCIP de 1 etapa mas supresor
(Pierce) para fosfatasa alcalina o kit Vector-VIP (Vector Labs) para HRP, para el desarrollo de color. El desarrollo de
color se detuvo lavando con agua cuando los focos se desarrollaron por completo. Los inmunofocos tefidos se
visualizaron directamente y se contaron empleando una caja de luz.

Secuencia genética

Se secuenciaron los genomas de longitud completa de las MVS y WVS (véase mas abajo). En resumen, el ARN viral
se extrajo de las semillas de DENVax empleando el kit QlAamp de ARN viral (Qiagen) y los fragmentos de ADNc
solapantes que cubrian el genoma completo, se amplificaron empleando un kit de RT-PCR Titan One Tube (Roche
Applied Science, Inc.). Los fragmentos ADNc se purificaron en gel antes de secuenciarlos empleando cebadores tanto
directos como inversos empleando el kit de secuenciacion Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Las
reacciones de secuencia se limpiaron empleando el kit BigDye XTerminator Purification (Applied Biosystems) y se
ejecutaron en el analizador 3130xI Genetic (Applied Biosystems) en DVBD/CDC. Se utilizé el soporte légico Lasergene
SegMan (DNAStar, Inc.) para realizar el analisis del genoma y su comparacion.

Ensayo de mutacion por amplificacion de emparejamientos erroneos basado en Tagman (TagMAMA)

El ensayo TagMAMA es un ensayo de polimorfismos de un solo nucleétido sensible, cuantitativo, desarrollado para
permitir una evaluacion mas fina del nivel de reversién en el locus de atenuacion 5’NC-57, el cual fue optimizado en
este estudio. EI ARN viral extraido de MVS y WVS se analiz6 mediante TagMAMA empleando ambos conjuntos de
cebadores/sonda Tagman que son especificos para wt o la region 5NC-57 de la vacuna. Los cebadores directos
utilizados para detectar DENV-2 wt y las secuencias de vacuna fueron D2-41-GC y D2-40-TT, respectivamente. El
nucleétido terminal 3' de cada cebador directo correspondié al nucleétido especifico 5’NCR-57 para cada virus,
mientras que el nucleétido adyacente al nucle6tido terminal 3’ en cada cebador difirié de la secuencia gendémica viral
de DENV-2 para aumentar el efecto de emparejamiento erréneo. El cebador inverso, CD-207 y la sonda Tagman, CD-
169F para los conjuntos wt y de vacuna, fueron idénticos. Las secuencias de los cebadores y la sonda, asi como las
condiciones de ciclacion se describieron previamente. Se realiz6 una RT-PCR en tiempo real para el sistema iQ5 o
CFX-95 (BioRad) utilizando un kit BioRad iScript RT-PCR (para las sondas) en una reaccién de 25 pl que contenia 5
pl de un molde de ARN viral, 0,4 uM de cada cebadory 0,2 uM de la sonda. Se llevaron a cabo reacciones por triplicado
para cada ensayo especifico de wt y de vacuna para cada muestra. La determinacién del nimero de copias del genoma
se realiz6 con respecto a una curva patron preparada para cada genotipo viral, en donde los patrones de ARN fueron
transcritos obtenidos a partir de plasmidos que contenian los nt 1-2670 de cada ADNc especifico de genotipo.
Adicionalmente, el ensayo de especificidad se confirmd evaluando cada patron de ARN con el conjunto de
cebador/sonda de genotipo heterdlogo para garantizar un minimo de reactividad cruzada en cada experimento. Se
informé de los resultados como porcentaje de genomas virales que mostraban reversion. Previamente, debido a la
mayor cantidad de reacciones cruzadas de fondo que limitaban los niveles de entrada de ARN para este ensayo, la
sensibilidad de deteccion original constituia aproximadamente 0,1% de reversién (poder de discriminacion). Desde
entonces, el ensayo se ha optimizado adicionalmente empleando equipo de PCR en tiempo real mejorado y kits de
reaccion, y se disminuyeron considerablemente las reacciones cruzadas de fondo a niveles mucho mas altos (copias
a 7-8 logt) de entrada de molde de ARN. Esta optimizacion dio como resultado una mejora significativa de la
sensibilidad de deteccion, de hasta 0,01-0,07% de reversion.

Replicacion viral en células de mosquito C6/36 y sensibilidad a la temperatura en células Vero de mamifero

Los fenotipos de replicacion de las cuatro provisiones de partida de MVS de DENVax y los virus DENV-1, -2, -3 y -4
wt, fueron evaluados en células de mosquito C6/36 (Aedes albopictus). Las células C6/36 cultivadas en placas de 6
pocillos se infectaron por duplicado con cada uno de los virus a una MOI de 0,001 y se incubaron con 4 mL/pocillo de
medio DMEM que contenia FBS al 2% en una incubadora con CO: al 5% a 28°C. Se recolectaron pequefas alicuotas
del sobrenadante del cultivo para cada virus el dia 6 pi, se mezclaron con un volumen igual de un medio que contenia
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FBS al 40%, se almacenaron a -80°C hasta que estuvieron listas para la titulacion de las placas de virus.

La sensibilidad a la temperatura se realizé mediante comparacién del crecimiento viral a 39°C vs el crecimiento a 37°C
a los 5 dias pi de células Vero en placas de 6 pocillos. Las células se infectaron por cuadruplicado con cada uno de
los virus a una MOI de 0,001 a 37°C. Después de la adsorcion del virus, los cultivos infectados se incubaron con 4
mL/pocillo de medio DMEM que contenia FBS al 2% en 2 incubadoras separadas con COz al 5%, una ajustada (placas
duplicadas) a 37°C y la otra a 39°C. Se recolectaron alicuotas (50 pl) del sobrenadante del cultivo el dia 5 pi, se
mezclaron con un volumen igual de DMEM que contenia 40% de FBS y se almacenaron a -80°C hasta que estuvieron
listas para la titulacion de las placas del virus. Las temperaturas de la incubadora se calibraron empleando termdmetros
calibrados en planta trazables a NIST (-1 a 51°C; ERTCO).

Infeccion, diseminacion y transmision en mosquito

Los mosquitos Aedes aegypti empleados para el estudio fueron de una colonia establecida en 2002 de una villa
cercana a Mae Sot (16'N,33'E), en Tailandia. Después de emerger de la larva, los mosquitos adultos se mantuvieron
a 28°C empleando un fotoperiodo 16:8 (luz:oscuridad) con una solucién de sacarosa al 10% proporcionada ad libitum.
Se emplearon mosquitos hembra de cinco a siete dias de edad para ser alimentadas con harina de sangre infecciosa
o para inoculaciones intratoracicas (IT). Las alicuotas de cultivos de nueva aportacion de DENVax y DENV wt se
emplearon inmediatamente después de la cosecha (sin emplear ciclos de congelacién-descongelacién) para generar
harinas de sangre para virus, como esta indicado previamente para lograr una infeccién oral. El resto del sobrenadante
del virus se complementd con FBS hasta alcanzar una concentracion de 20% vy las alicuotas se almacenaron a -80°C
para posterior titulacion de las placas de virus y experimentos de inoculacién IT. Las semillas de DENVax recién
preparadas para estos experimentos se amplificaron a partir de semillas pre-maestras en células Vero y se
consideraron equivalentes a MVS de DENVax.

Las harinas de sangre infecciosa se prepararon mezclando virus de nueva aportacién a una proporcion 1:1 con sangre
de pollo desfibrinada (Colorado Serum Company) el mismo dia de la infeccion oral. Los mosquitos se dejaron sin
alimento de azucar durante la noche y a continuacién se les ofrecié la mezcla de virus:sangre durante 1Th empleando
un sistema de alimentacion de membrana Hemotek (Discovery Workshops). Se conservé una alicuota de 50 pl de
harina de sangre a -80°C para una nueva titulacion de las dosis de virus. Las hembras completamente ingurgitadas
se clasificaron bajo anestesia en frio y se colocaron en cajas con una soluciéon de sacarosa al 10% proporcionada ad
libitum. Las cajas se colocaron a 28°C con un fotoperiodo de 16:8h (luz: obscuridad). Después de 14 dias, 25-30
mosquitos de cada grupo de virus se anestesiaron via exposicién a trietilamina (Flynap ®, Carolina Biological Supply
Company) y se eliminé una pata posterior y se colocé en 0,5 mL de DMEM con FBS al 10% y penicilina/estreptomicina
al 5% (100U/ml y 100 pg/ml respectivamente). La saliva se recolectd insertando la probdscide del mosquito
anestesiado en un tubo capilar que contenia FBS al 2,5% y solucion de sacarosa al 25%. Se permitié que los mosquitos
salivaran al menos durante 15 minutos y a continuacion, los tubos capilares y los cuerpos se colocaron en tubos
separados que contenia DMEM. Los cuerpos, patas y saliva de los mosquitos se almacenaron a

-80°C hasta que se trituraron y evalud la infeccion viral. Para la inoculacion IT, los mosquitos se anestesiaron en frio
y se les inocularon aproximadamente 50 ufp de virus en un in6culo de 0,34 pl. Los mosquitos que recibieron a
inoculacion se mantuvieron durante 7 dias en las mismas condiciones descritas mas arriba. Los mosquitos se
anestesiaron a continuacién y su saliva y sus cuerpos se recolectaron como se describié previamente. Las muestras
se almacenaron a -80°C para su procesamiento posterior.

Para procesar las muestras para la titulacion viral, las muestras de cuerpos y patas se homogeneizaron con BBs con
revestimiento de cobre (Crossman Corporation, NY) a 24 ciclos/segundo empleando un molino de mezclado durante
4 minutos y a continuacion, se clarificaron por centrifugaciéon a 3.000 x g por 3 min. Las muestras de saliva se
centrifugaron a 3.000 x g durante 3 minutos para expulsar el fluido de los tubos capilares. Se evalud la presencia de
virus infeccioso por ensayo de placa de los productos homogeneizados de los cuerpos y las patas y muestras de saliva
diluidas diez veces. Los resultados de cuerpos, patas y saliva se emplearon para determinar las tasas de infeccion,
diseminacion y transmision, respectivamente.

Neurovirulencia en ratones

Los ratones ICR con embarazo programado fueron obtenidos de los laboratorios Taconic y se controlaron varias veces
cada dia para determinar el tiempo aproximado de nacimiento de las camadas de crias. En un experimento dado,
aproximadamente 12-24h después del nacimiento, se sensibilizaron dos camadas de ocho crias por virus (n=16) con
108 a 10* ufp de virus en 20 pl de diluyente via intracraneal (ic) empleando una aguja de calibre 30. Los animales se
controlaron al menos 3 veces al dia al menos durante 32 dias después de la sensibilizaciéon. Al primer signo de
enfermedad (pelo aspero, espalda jorobada, pérdida de peso, movimiento anormal, paralisis o letargia) los animales
fueron sometidos a eutanasia por anestesia letal con gas isoflurano, seguido de dislocacion cervical. El dia de
eutanasia posterior a la infeccién represent6 “el tiempo hasta la enfermedad/morbilidad” o el “tiempo de supervivencia”
del animal. Los experimentos con animales se llevaron a cabo siguiendo un protocolo para animales aprobado por
DVBD/CDC IACUC.
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Obtencion de virus semilla maestra

Semilla_de virus maestra (MVS) de DENVax-1 En el presente documento se proporcionan la secuencia de

nucleétidos del genoma de virus quimérico (SEQ ID NO: 13 en la lista de secuencias) y la secuencia de aminoacidos
deducida de la proteina traducida (SEQ ID NO: 3 en la lista de secuencias). La mayor parte del gen prM-E (nt 457 a -
2379, subrayado) es especifico del virus DEN-1 16007 de tipo salvaje (wt); el resto del genoma es especifico del virus
DEN-2 PDK-53. Se marcan todas las sustituciones modificadas mediante ingenieria genética que difieren del virus wt
(D1 16007 o D2 16681), asi como las mutaciones extra (cambios del clon de ADNc modificados mediante ingenieria
genética) detectadas en la MVS.

Sustituciones incluidas en el genoma y la proteina:
Sitios de unién entre la cadena principal D1 (prM-E) y D2:

a. Mlul (nt 451-456); mutacién silenciosa modificada mediante ingenieria genética, nt-453 A G.
b. NgoMIV (nt 2380-2385): mutaciones modificadas mediante ingenieria genética, nt-2381/2382 TG a CC (dieron
como resultado el cambio E-482 Val-a-Ala)

Cadena principal del virus D2PDK-53 (cambio de wt D2 16681): todo en negrita
Regiodn 5’-no codificante (NCR)-57 (nt-57 C a T): locus principal de atenuacion (en color rojo)
NS1-53 Gly-a-Asp (nt-2579 G-a-A): locus principal de atenuacioén (en color rojo)
NS2A-181 Leu-a-Phe (nt-4018 C-a-T)
NS3-250 Glu-a-Val (nt5270 A-a-T): locus principal de atenuacion (en color rojo)
nt-5547 (gen NS3) mutacion silenciosa T-a-C.
NS4A-75 Gly-a-Ala (nt-6599 G-a-C)

~0 o0 T

*nt-8571 mutacién silenciosa C-a-T de PDK-53 no esta modificada mediante ingenieria genética en el virus de vacuna
DEN-1 prM-E (cambio de wt D1 16007)
a. nt-1575 modificado mediante ingenieria genética mutacion silenciosa T-a-C para eliminar el sitio Xbal nativo
Sustituciones adicionales encontradas en la semilla de vacuna (0,03%nt diferentes del clon original)
NS2A-116 lle-a-Leu (nt-3823 A-a-C, en negrita)

NS2B-92 Glu-a-Asp (nt-4407 A-a-T, en negrita)
c. Nt-7311 mutacion silenciosa A-a-G (en negrita)

oo

WCR~57-T, locus de atenuacién D2 PDK-53 (D2 16681 wt: C)

> Region 5'-No Codificante | >C
10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100
AGTTGTTAGTCTACGTGGACCGACAAAGACAGATTCTTTGAGGGAGCTAAGCTCAATGTAGTTCTAACAGTTTTTTAATTAGAGAGCAGATCTCTGATGA
M N
110 120 130 140 150 160 170 180 130 200

ATAACCAACGGAAAAAGGCGAAAAACACGCCTITTCAATATGCTGARACGCGAGAGAAACCGCGTGTICGACTGTGCAACAGCTGACARAGAGATTCTCACT
N Q R K X A K NT?PPFNMTILE KR EU RDNIRV STV QQTIL TEXKRF § L

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
TGGAATGCTGCAGGGACGAGGACCATTAAAACTGTTCATGGCCCTGGTGGCGTTCCTTCGTTTCCTAACAATCCCACCAACAGCAGGGATATTGAAGAGA
G M L. 6 R GPL KL FMAILUVAUVF LR FILTTIUPUPTU AGTITL X R

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
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TEGGEEARCARTTRAARRA TCARA G TAT TARTGT T TTGAGAGGGT TCAGGAARGAGAT TGEAAGGATGCTCARACATCT TGAATAGEGAGACGCAGATCTG
W G T I K K S KATIDXWVIL RGFURIEKUETIUGHRMTIELDZSRRTITILNUZERPRUEREZRSEDL-

>prM Principio de la secuencia de D1 16007

410 420 430 440 450 [ 460 477 480 &30 500

CAGGCATCATCATTATGCTGATTCCARCAGTGATGGCGT TCCAT T TAACCACGCETEEGCGACAGCCECATATGATAGTTAGCARGCACGARAGAGEALA

G M I I ML IPTJYVYMATFUHLTTRTG®GETPEHTILIVSESE KT ETRGE
I

Sitio de empalme Mlul modificado genéticamente (nt-453 A a G silenciosa)

510 520 530 540 550 5&0 570 580 530 600

GICACTTTTETTCAAGRCCTC TGCAGGTETCRACATGTECACCCTCATTCCGATGEATT TGEGAGAGTTGTGTGAGGACACGATGACC TACRARTGLOCE
& L L F KT s A GV N ¥ cT1LTIAMTDZILOGETLUGCETDTMTZYEKCTE

610 820 630 640 650 660 870 1] 699 700
CEGATCACTGAGECEGAACCAGATGACGT TGRCTGTTGETGCANT GCCACGEGACACATGGGTGACCTATGEANCGTGCTCTCARMMC TGECGAACACCGAC
R I T E A E P BB P VYV DOCWOCMWATUDTWWVYTY G TOCISE QTG EH R R

=M
710 120 730 T40 750 Te0 770 T80 720 BOO
GAGACAAACETTCCGTCGCATTGGCCCCACACGTGEGGCTTGGCCTAGRARCRAGAGCCGARACGTGGATGTCCTCTGAAGGTGCTTGGAARCAGATACK
r ¥ R 3 vAL AP BHBY &L G L ETRAETWNMS S EG & WX G I @

810 B20 830 B40 850 850 870 ] 8990 00
ARAAGTAGAGACT TEGECTCTGAGACATCCAGGAT TCACGG TGATAGCCCTTTTTCTAGCACATGCCAT AGGAACATOCATCACCCAGRAAGGGATCATT
K ¥V ETW ALUBRIETP G F TV¥ I ARTITVFLMBAGMTIOGT TS I TQ KGTITI

>E
910 820 930 940 850 L] 879 380 8999 1000
AT T I GC A TG T GG TARC A AT TATGECCAT G AT GO G T CECAAT AGGCAACAGAGACT TCGCTGGAAGGAC TETCAGGAGCAACATEGETEG
F I L L M L VT P 5 M A M RCW¥YE&IEGWNZERDPEFUYEGIL S§GATWWVD

1010 1020 1030 1040 1050 1080 14749 1080 1090 1100
ATGTGGTACTGEAGC AT GEAAGTTGCGTCACCACCATGECARAARRCAARCCARCAC TGGACATTGAACTC TTGAAGACGGAGETCACARRLCCTGLAGT
¥ ¥ L E R G 8§ C ¥ T T M A K N K P TIL D I ELTL K TEWVTWN P AV

1110 1120 1130 1149 1150 1160 1179 1184 1130 1200
TCTGCGTAAATTGTGCAT TGAAGC TAAAATATCAARCACCACCACCGAT TCGAGATS TCCARCACARGGAGAAGCCACACTGET GEAAGAACAAGACGTG
LR K L €I BA KI BSBNTITTTD®SB® RCVPFTOAEQOGE&ARTILYETE®QDA

1210 1220 12390 1240 1250 1260 12730 12890 1290 1300
ARCT T TG TETGCCEACGARCET TCGTGEACAGREGC TGEEECAATEECTCTECECTAT T CGEARARGGTAGTC TAATARCETGTGCCARGTTTAAGTGTG
R F¥YCRUEBETFVDREWGGE N 6CEL F 6K 858 L I TCHZIXTEWURKILEYWY

1319 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 13830 1400
AR A T A GAAAGA T A T AR TA T CAAR A TARAA TAT TCAGTGAT AR TCACCGTCCACACTGRAGATCAGCACCAGE TEEGAMATGAGAD
T K L E & K I vV g Y EQNRXN LK Y S5 V I V¥V TV HETOG D QHEAJQVWVGNET

1410 1420 1430 1449 1450 14860 1470 1480 1430 1500
TRACAGARCATGEAACARC TGCAACCATAACACCTCARGCTCC TACGTCGGARATACAGC TGRCCGAC TACGGAACCC T TACATTAGAT TGT TCACC TAGG
T E H G T T AT I TP OLQAFTEEI QL ITPEPYGT L T L D C 8 P R

1510 1520 15390 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1800
ACRGEGCTAGATTTTARCGAGATGETETTECTGACAATGAARGARAAGATCATGGCTTGTCCACAAACAATGETTCCTAGACT TACCACTECCTTEEACCT
T &8 L b F H EM V¥ L L T H¥ X EHRS WL VHEKO QWP FULLDUL®PULUPEPM®S®WTS

Engineered silent mutation {(nt=1575 T=to=C): remove the native DEN=-1 virus-gpecific xbal site

1610 1820 1830 1640 1650 1660 1670 Legd 1630 17040
CTGEGEGCTTCARCAT CCCAAGRGACT TOGRACAGACAAGRTTTACTGGTCACATT TARGRCAGCTCATGCARAGARAGCLGGAAGTAGTCGTACTAGGATC
G A5 T 5 Q ETWW®¥ ROQDILIL YTTFEXTH AU HEHSATIBKIEKOGQQEUWVYWVYULG §

1710 1730 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1730 1800
ACRAGARGGRAGCAATGCACRCTGCGCTGACTGGAGCGACAGARATCCARACGTCAGGAACGACARCARTTTTOGCAGGACACCTARRATGCAGACTARRD
¢ B 6 A M BT AULTOGOAMTET?IOGQT?TSSG6GTTT I FAMOGHULI IKGCTERULEK

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1B8O 18390 1800
ATGGACARACTAACT TTAARAGGGATGTCATATGTGATGTGCACAGGCTCATTCARGT TAGRAGARAGARG TGECTGAGACCCAGCATGEARCTGT TCTGE
Mm 0D K L T L K G ¥ 5 ¥ VM CT G S F KL EKEVVATETOQQHRGTWV L V

1910 1820 1839 1940 1950 1960 18740 12840 1830 2000
TGECAGGTTARATATGAAGGAACAGACGCACCATGCAAGATTCCCT TTTEGACCCAAGATGAGAANGGAGCAACCCAGARATGGGAGAT TARTAACAGCC AN
g ¥ K ¥ EG&TDa P CKTIPFPTFT S TQDERKRKSGATOQOWGERTITTITHAHN

2010 2020 2039 2040 2050 2080 2070 2080 2090 2100
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CCCCATAGTCACTGACAAAGAAAAACCAGTCAATATTGAGGCAGAACCACCCTTTGGTGAGAGCTACATCGTGGTAGGAGCAGGTGAAAAAGCTTTGARAA
P I VT D K E K P V NI EAZEZPUZPUFGE S Y I VV G AGEZ KA L K

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200
CTAAGCTGGTTCAAGAAAGGAAGCAGCATAGGGAAAATGTTTGAAGCAACTGCCCGAGGAGCACGAAGGATGGCCATTCTGGGAGACACCGCATGGGACT
L S w F K K G $§ 58 I ¢ KM FP EATA AU RGA AR RMATIULTGUDTA AWTDTF

2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300
TCGGTTCTATAGGAGGAGTGTTCACGTCTATGGGAAAACTGGTACACCAGGTTTTTGGAACTGCATATGGAGTTTTGTTTAGCGGAGTTTCTTGGACCAT
G §s I 6 6 V *F T s Mm G KL V HQV FF GG TAY GV L F 8 GV S8 W T M
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Fin de la Secuencia de D1 16047

I
2310 2329 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2330 2400
GARAATAGGAATAGGGATTCTGCTGACATGGC TAGGAT TAALTTCARGGAACACGTCCCTTTCGATGATGTGCATCGCAGRCGGCAT TGTGACACTGTAT
K I I G I L L T WL LR S5AKNNT S L E M MCIAAOSGIUWVTITTLY

|
Sitio de empalme NgoMIV modificado genéticamente, E-482 Val a Ala (nt-2381/2382 TG a CC

*HE1
2410 2424 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500
TIGEGAGTCATGETGCAGECCGATAGT GETTGOE T TG TEAGE TEEARAARACAA RGAACTGARATGTGECAGTGEGAT T TCATCACAGACARCETGCACA
L G v M ¥ Q A D 5 G C ¥V V 5 W KN KEILEKETCGCOG S5 66 I F I T D XNV HT

2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2580 2600
CATGEACAGAACAA T AL ARG T TCCARCCAGRATCCCC TTCAAAAC TAGC T T AGC TATCCAGRARGU CCATGAAGAGGACAT TTGTGGARTCOGCTLAGT
T EQ Y K FQ P EBES P& KL A S ATSEMBAEaTETZEDDI OCGH I R &V
I
D2 PDK-53 NE1-53-Rsp attenuation locus (wt D2 166B1: Gly, nt-2579-G)

2610 2620 2830 2640 2650 2660 2670 2680 2630 2700
ARCARGACTOGAGALTCTEATCTOCARACARATARCRCCAGRATTGARTCACATTCTATCAGRARA TCRAGETGRAGTTARCTATTATGACAGGAGACATC
T AR L E ¥ L M R KO I TPETILMNUBHTIULSTEH-NNEWYEKET LT TTIMMMTSGTDTI

2710 2720 2730 2740 2750 2780 2770 2780 2790 2800
AARGGARTCATGCAGGCAGGARAACGATCTCTGCGGCCTCAGCCCAC TGAGC TGAAGTAT TCATGGAAAACATGGEGCARMAGCARARATGCTCTCTACKG
K G 1 M g A G ¥ R 8 L R P Q P T E L K ¥ §8 W K T W G K A KM L 58 T E

2810 2820 2839 2840 2850 2880 2870 2880 2830 2900
AGTCTCATAACCAGRCCTTTCTCAT TEATGECCCCGRARCAGCAGARTGCCCCAMCACARATAGAGC T TGEAATTCGT TGGARG T TGARGRCTATGGCTT
5 H ¥ QT FLIDPDPOGPETHRBEBEQLC?PUHNNTDNZRAMAMWMNGSELEVWETDIUGHTEF

2910 2520 2530 2540 2950 2960 2970 2980 2930 3000
THGAGTATTCACCACCAATATATGGCTARAAT TGAARGARARACAGEGATGTAT TCTGCGACTCARARCTCATGTCRAGOGECCATARARAGACARCAGAGEC
G ¥V F T T N I W I, R L K E B qQ DV F C D S KL M 5 A A I KD NBERA

3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 30590 3100
GTCCATGCCGATATGGET TAT TGEATAGAAAGTECACTCAATGACACATGGAAGATAGAGARAGCC TCTTTCAT TEAAGT TAMAAAC TGOCRC TGGCCAR
¥y H A B M G Y WI E S AL NDTWHKTIZEUZERATSEUFPTITUEWERKWNWCEHEWTPEK

3110 3iz0 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200

AATCACACACCCTCTGGAGCARTGEAGTGC TAGARAGTGAGATGATAATTCCAANGAATCTCGCTGEACCAGTCTCTCARCRCARC TATAGACCAGGCTA
5 H T L W S8 W6 v 5L E S5 E M I I P KMNILAIGZEPFW S8 0 HNDYZERPIGY

3210 3220 3230 3240 3250 3280 3270 3280 3220 3300
CCRTACACAARTAACAGGACCATGGCATC TAGGTAAGC T TGAGATGGACT TTGATTTC TG TGATGGAACARCAGTEGGTAGTGACTGAGGACTGOGGAART
B TQITGPMWHEL 6K L EMBPDPFDFECOCDGES?TTVYYVYYVY T EDLGECLGH

31310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380 3390 3400
AGRGGACCCTCT T TGAGARCARCCAC TGO CTC TEGAAARC TCATARCAGAA T GG TGC TGCOGATC T TGCACAT TACCACCGC TAMGATACAGRGE TGAGE
R G P &8 LRTTTANK S G KILITE EWOC®SCRSECTILPPLRTYRGETD

>NS2A
3410 3420 3430 3440 3430 3460 3470 3480 3480 3500
ATGEGTGCTGGTACGGEATGEARAATCAGRCCATTGARGEGAGRARGARGAGARTTTGETCAACTCCTTGETCACAGC TGEACATGGGCAGGTCGACARCTT
ECCW Y &M ETIRPL KEKEBEU EWH N ILNV NS L VTAIGHEHGQPV D HF

3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
TTCACTAGGRGTCT TGEGAATGGCATTGT TCCTGGAGGARATGC T TAGGACCCGAGTAGGAACGAARCATGCARTACTACTAGTTGCAGTTTCTTTTGTG
§ Ly 6 ¥ L & AL P L E EMILRT"™HRY T KHBHEATIIULLY AW S FV

3610 3620 F630 3640 3650 3660 3670 3680 3690 3700
ACATTGATCACAGEGANCATGTCCTTTAGAGRCC TGEGAMGRGTGATGGTTATGETAGGCGCCACTATGACGEGATGACATAGG TATGGGCGTGACTTATC
T L I T 6 R M E&EPFRDILGHRHRUVMNMYMVYGEGATMEMTTDUDTIEGSGHMMOGEVTYL

3710 3720 3730 3740 3750 37&0 3770 3780 3790 3800
TTGCCCTACTAGCAGCCTTCARAGTCAGACCRAC T T T TGCAGCTGGRC TACTC T TGAGARAGCTGACC TCCAAGGARTTGATGATGRC TACTATAGGART
A L L A AFKYVYRPTUPALRABSGILILILHERKILTSXEILMMMMMTTTIGGI

3810 3820 3830 3840 3850 3880 3870 3880 3890 3900
TETACTCL TC TCCCAGRGCACCETACCAGAGADCATTC T TEAG T TEAC TGATGCG T TAGCC T TAGGCATGAT GG TCC TCARAA TEGTGAGARATATGGAA
¥ L L 8 ¢g s T L P ET I L EILTDAUILATILG®MMWVIL KE®NMNV RENME

I
Mutacion NS2A-116 lle a Leu [nt3823 A a C) adicional en semilla maestra y pre-maestra

3910 3920 3830 3840 3850 3960 3970 3980 3950 4000
ARGTATCAATTGECAGTGACTATCATGGCTATCT TGTGRCGTCCCAARCGCAGTGATATTACARARARCGCATGGARAGTGAGT TGCACKRATATTGGCAGTGE
K ¥YQ L A ¥1T1I1I M A I L C VY P R AV I LQN~NAMWZERKUY¥YS COCTIILLATVWVTVW
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4010 40240 49030 4040 4050 4060 4070 4080 4050 4100
TR CG T O AL TG I T T AR A T O T A A AR AR A R AR T TGGATACCAT TAGCATIGACGAT CAARGG TCTCAATCCAACAGL TATTTTTCT
E ¥ 8% FPL F LT S QU KT DPWIPFPILALELTTINKSGILNPEPRTRIF. L

I
N52A-181-Phe especifica de D2 PDK-53 (D2 16681 wt: Leu, nt-4018-C)

>N52B
4110 41240 4130 4140 4150 4180 4170 4180 4190 4200
ARCAACCCTCTCARGARCCAGCARGARARGGRGE TGECCATTARATGAGGCTATCATGECAGTCGGEATGETGAGCATTTTAGCCAGTTCTCTCCTARAR
T T L 8 R T 8 X K R 5 W P L N EATIMOGAYVY G MW SES I L AS 3 L L K

4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4230 4300
ARTGATATTCCOATGACAGGACCAT TAGTGGUTGEAG GG TCCTCACTGTGTGC TACGTGCTCAC TEGACGATLGGCCGAT TTEGARC TGEAGRGAGCAG
W DI P X TGP LV AG®GTLIELTWYCLCTIYTYL TG R EADILETLTETERGARA

4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4330 4400
CCGATGTCAMTCEGARGARCCAGECAGAGATATCAGGARGCAGTCCRATCCTGTCAATARCAATATCAGAAGATEETAGCATGTCEATARARARTGRAGR
P ¥V KW EDTQ A ETI S5 GE S S P I L FITISHEDIIGDSEMOSETILIIREKDEEE

4410 4420 4430 4440 4450 4480 4470 4480 4430 4500
COARCATCARACACTCACCATACTCAT TAGARCACEATTCC TCCTEATC TCACGAC T TT T TCCTETATCARTACCARTCACCCCACCACCATCETACCTE
E b g T L T I L @1 R T G L L V I 8 6 L F P ¥ 8 I F I T A A A W ¥ L

I
Mutacion NS2B-92 Glu a Asp (nt-4407 A a T) adicional (en semilla maestra y pre-maestra)

>NE3
4510 4520 4530 4540 4550 4560 4570 4580 4530 4600
TEEEAAGTGRAAGAANC AL GEECCEERGTATTGTGEEATGTTCCT TEACCCCCACCCATGEEAANGGCTGAAC TEGERAAGATGEAGCCTATAGAA T TAAGC
W E V'K ¥ 0 R &A 6 VL Wi Wvpeps P PP MGEATETET DDGSaAU YRT K Q

4610 4620 4630 4640 4650 4680 4670 41680 48650 4700
AR A GGAT T T T GGA T AT TCCCAGA T CGGA GO GEAGT T TACAARGAAGCAACAT TCCATACAATGTGGCATGTCACACETGGCGCTGTTCTAATECR
K6 I L 6 ¥ &8 0 I 6 A G V ¥ X E G T F HBETMWHVYVT ROGEGEADWYLMHEB

4710 4720 4730 4740 4750 4780 4770 4780 4790 4800
TAMGEAMGAGGA T TGARCCATCATGGECGEACETCARGARAGACC TAATATCATATGGAGGAGGC TGEAAG TTAGARGGAGAATGGAMGEGARGGRGAA
K G K R T E P S5 WADBWVEZ-KTIDILTISSUYOGGGGWHKTLET GTEWIEKTES®GE

4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4830 4900
GRAGTCCAGGTATTGGCACTGGAGCCTGEAARARAATCCARGRGCCGTCCARAMCGARCCTGETCTTTTCAAMAACCARCGCCCGAACAATAGGTGCTGTAT
E ¥V Q VL ALETPGI XK Y¥ FRAVVYVQTKPOGILEFUEXETH?HNAGTTIUGATYVS

4910 4820 4830 4540 4850 45960 4570 4380 4930 5000
CTCTGEACT T TTCTCCTGEARCETCAGGATCTCCAR T TATOGACAARA RAGEARAAGTTOTGEETC T TTATGETAATGETETTETTACARGGAGTGGAGT
L b F §8 P G T 2 6 5 P I I DO K KGHREWVWVYGULY e NGV VY T RS G A

5010 50240 5030 5040 5050 5060 5070 5080 5080 5100
ATATGTGAGTGCTATAGCCCAGAC TEAARARAGCATTGARGACARCCCAGAGATCGARGATGACATTT TCCGARAGAGRAAGACTGACCATCATGGACCTC
Yy ¥y 5 AT A Qg TEUHKSS I EDRNRPETETDODBTIT FHRIEKZERZBRTELTTIMMDL

5110 S120 5130 5140 3150 3160 3170 5180 5199 5200
CACCCAGGAGCGGEAANGACGAAGAGATACC T TCCGGCCATAGTCAGAGAAGC TATANMM GGEETTTEAGAACAT TARTCTTGGCCCCCACTAGAGT TG
H P G K G KT KRHRY¥L PABLTIVHREWOSBBTI K KH® RIGILZHRTULTIU LMAMAMUPT®HRTWVTYW

5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280 5230 5300
TEGCAGCTGARATGEAGGAAGCCCTTAGAGEACTTCCAATARGATACCAGACCCCAGCCATCAGAGC TETECACACCGEEOGEEAGAT TGTGEACCTAAT
A A EMEUZEAWAILZRSGLUPIURYOQTUPATIURAWYIHETGRUETIU¥YDILM
| :
Locus de atenuacion NS3-250-Val de D2 PDK-53 (D2 16681 wt: Glu, nt-5270-4)

5310 5320 5330 5340 5350 5360 2370 5380 5330 5400
GIGTCATGCCACATT TACCATGAGGC TGCTATCACCAGT TAGAGTGCCARAC TACARCCTGATTATCATGGACGAAGCCCATTTCACAGACCCAGTAAGT
cCc B AT FT T MR L L S FP Y RY PFN I W L I I 4 DELALWBFTTDP A8

5410 5420 5430 5440 5450 5460 5470 5480 5430 5500
ATAGCAGCTAGRGGATACATCTCARACTCGAGTGGAGA TGEETGAGGCAGCTGEEATTTTTATGACAGCCAC TCCCCCGEGARGCAGAGACCCATTTCCTC
I A ARG Y I 8T RV EMOGEA ASALGEGTIFMTATP PG 3 R DPFF P Q@

5510 5520 5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600
AGAGCARTGCACCAATCATAGATGAAGARAGRAGRAR T COCTGAACGCTCGTEGAAT TCCGRACATGAATGGETCACGGAT TTTAAAGGGAAGACTGTTTG
= M A P I I DEERETIOP®PERSWNGSZ2 G HEWTYVYTODVFKGEXTUVHW¥W

I
Mutacion silenciosa de D2 PDK-53 nt-3847-C (D2 16681 wt: T)
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5610 5620 5630 5640 5650 5660 5670 5680 5690 5700
G TCETTCCAAGTAT ARAAGCAGEAAATGATATAGCAGC T TECC TGAGGAAARAT GEARAGARAGTGATACRACTCAGTAGGAAGACCTTTGATTCTGAG
F v P 81 KA GUYN¥ DI AACGCLUPBRIEWMNGOGTEKEZ VI Q@ILSURIEKTT? FPFDSSE

3710 570 5730 5740 5730 3760 37740 5784 2730 3800
TATGTCAAGARCTAGRACCAATGATTGGGACTTCGTGGT TACRACTGACATTTCAGARATGGGETGCCARAT TTCARGECTGAGRGEGTTATAGARCCCCAGAC
T ¥y XK T RTUHRRDWDFEFY VYT T DI SBEMOGADNT EFEAEDRDYIDTERRER

5810 5820 5830 5840 5850 58€0 5870 5880 5830 5900
GCTGCATGARACCAGTCATACTARCAGATGET GARGAGCGEETGATTCTGECAGGACCTATGCCAGTGACCCAC TCTAGTGCAGCACARAGARGRGEGAL
cC M K P ¥ I L TDISGEEUS RWVYTIULAUGU EPMUPFVY T H 8 8 A AL OQRZBRG R

5810 5820 5830 5940 5850 5860 5870 58840 53890 6000
AATAGGARGAAATCCARARRATGAGARTGACCAGTACATATACATGEGGGGAACCTCTGEAARATGATGAAGACTGTEGCACACTGGAAAGAAGC TARRATG
i1 G R W P KN ENRWDQ Y I Y MWNGEPULETHTDBDEUDLCHSARUEWE KTEHW ABTEM

6010 6020 6030 6040 8050 60e0 6070 6080 6090 6100
CTCCTAGATAACATCARCACGCCAGARGGRATCATTCCTAGCATGT TCGRACCAGAGCGTGARARGGTGGATGCCAT TGATGGCGARTACCGCTTGAGAG
L L DN I N®TU®PEUGTITIO PSS MUPFPFEU PTET REIZ KU V?DOATIT DU GTETH RTILERSG

6110 6120 6130 6140 6150 BLEO 6170 6180 6190 B200
GRGARGCAAGGARARCCTTTGTAGACTTARTGAGRAGAGGAGACCTACCAGTCTGET TEGCCTACAGRG TGGCAGCTGARGGCATCAACTACGCAGRACRG
E AR KT FVDLMBARRGDTI L PV W LAY RWVAWAEI GGTIWN?YATDHR

6210 6220 6230 6240 6250 6260 6270 6280 6230 6300
ARGETGETGT T T TGATGEAGTCARGAACARCCARATCC TAGRAGRARAACGTEGAAGT TEARATC TGEACARRAGARGGEGARAGGAAGAAA T TGRARCCT
R W ECFDGBGEVY K NNQBIULEZEWHNWY¥EWYETIWTUEKETUSGTET®REKIZEKTETFP

>HS4A
€310 6320 6330 6340 6350 6350 6370 6380 6390 6400
AGRTGGTTGGATGCTAGGATCTATTC TGACCCACTGECGCTAARAGAR TTTARAGGAATT TGCAGCCGGAAGRARGTC TCTGACCCTGARCCTAATCACAG
R ¥ L oA R I ¥ 8 D PL AL XKXKETFKXKEBETPFPNAMMOG®SR X 8§ L T LR L I T B

6410 6420 6430 6a40 6450 64e0 6470 6480 6430 6500
ARATEGGETARGC TCCCAACC T TCATGACTCAGAAGGC ARGAGACGCACTEGACAACTTAGCAGTEC TGCACACGEC TGABECAGG TEGAAGEGCGTACAA
M 6 R L P T FMTQ KARTDALTU DU ®TIAWUELHTA AEASAM®EGO®SGSRSMAZTIYHN

6510 6520 6530 6540 6550 6580 &8570 6580 65530 6600
CCATGCTCTCAGTGRACTGCCGGRGACCCTGGAGACATTGCTTT TAC TGRCACT TCTGGCTACAGTCACGGGAGGGATC TTTTTAT TCT TGATGAGCGRA
H A L &8 EL P ETTLTETULTITILTETLELATUWVTITOGG I F L FL M E'A

I

NS4A-T5-Ala especifica de D2 PDK-53 (D2 16681 wt: Gly, nt-6353-G}

6610 6620 B&30 6640 BE&50 BEED 6670 BEED 6630 6700
AEGEECATAGGERAAGATGACCCTEGGAATGTGCTGCATARTCACGGC TAGCATCCTCCTATEGTACGCACARATACAGCCACACTGGATAGCAGCTICAR
R &6 I &KX M T LGMOCOECTIITAS STIULUL WY AOQTIOGgQ?PFHEWTIAHRBAWLWSTI

6710 6720 6730 6740 6750 6760 6770 6780 67590 EBOO

TAATACTGGAGTTT T TTCTCATAGT T TTGCT TAT TOCAGARCC TGARRARC AGAGAACACCCCARGAC ARCCARCTGACC TACGT TGTCATAGCCATCCT

I LEF¥ FL I VL LIPETPEXQRTUZ PGQTITIHNLGLTTYVVIAMTIIL
>NS4B

BBLO G620 BE30 6B40 6B30 BRED EHT0 GEED 6820 6900

CACAGTGGTOECCGCARCCATGECAARCGRGATGGETTTCC TAGRARRARCGRACGARAGATCTCGEATTGEGAAGCAT TOCAACCCAGCRACCCGAGRAGT
T vV VvV A AT M AN EMSGT FPULEKTZ XKHKXKTDIL GL G 5 I 2T PE S

6910 6320 6330 65340 65950 6360 6970 6380 63920 7000
ARCATCCTGGACATAGATCTACGTCC TGCATCAGCATGEACGC TGTATGCCETGEOCACAACAT TTGT TACACCAATGT TGAGACATAGCATTGRARATT
¥ I L b I 0L EP:K & A WD L YT AWLLTTPVTEERMILERHSES'TI EBE N S

7010 7020 7030 T040 7050 7080 Ta70 7080 T390 Ti00
CCTCAGTGAATETGTCCCTAACAGCTATAGCCARCCARGCCACAGTGTTRATGGETCTCGEGAAMAGGATGGCCATTGTCARAGATGGACRTCGGRGTTCC
5 v 8" ¥ 5§ L TAAxIANWOQATUVILMEILGEGKEKEGEGWPIL §KMNMDPTIGVWVYE

7110 7120 7130 7140 T150 TLEQ 7170 71840 7150 7200
CCTTCTCGCCAT TGGATGCTACTCACARGTCAACCCCATAACTC TCACAGCAGCTCTTTTCTTAT TGGTAGCACATTATGCCATCATAGGGCCAGGACTC
L L A I 6 ¢ ¥ 3 ¥y ¥ P I TILTARAL P L L T AEAHB Y A I IS P G L

7210 7220 7230 T240 7250 7260 270 7280 7230 7300
CARGCAARAGCALCCAGAGAAGC TCAGARRAGAGCAGCGEOGEGCATCATGARAAACCCARC TG TOGATGGAATAACAGTGATTGACC TAGATCCARTAD
g A K A T REOAOQEK®RAAAGTIMEK NPTV DGETI TV I DLD®PTIEP

T3i0 7320 7330 7340 7350 7360 el 7380 7399 7400
CTTATGATCCGAAGT T TGARAAGCAGT TGEGRCAAGTAATGC TCCTAGTCC TC TECGTGAC TCARG TAT TGATGATGAGGAC TACATGEEC TC TG TGTGA
¥ D P K F EEKOQTLGO®SGWVYMILILVYILCVTOGEYIL MMRTTWATLOGCE
I
Mutacion silenciosa adicional (nt-7311 A a G, en semilla maestra y pre-maestra)
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7410 T420 T430 T440 T450 T460 7470 T480 T430 T500
GECTTTARCCTTAGC TACCGGECCCATCTCCACAT TG TEGEARGEARA TCCAGGGAGET T TTGEAACAC TACCATTECGGTETCAA T GECTAACATTTTT
A L T L A TGP I &§T7T L WEUGUHNUPGRUEM®WDNTTIAWY S MHMADNTILITFE

> NS5
7510 7520 7530 7540 7550 7560 7570 7580 7590 TaO0
AGAGGGAGTTACTTEGECCGEAGCTGEACTTCTCTTTTCTAT TATGARGAACACARCCAACACAAGARGEGEARCTGECAACATAGEAGAGACGCTTGGAG
R &6 &8 ¥ L A G A G L L F &8 I M K N T T N T RUBRKRUGTGHNTIGETTULG E

T610 7620 T630 T840 T&50 7660 7670 7680 7690 7700
AGARAATGGARARGTCEAT TGALNCGCAT TGGEAAAAAGTEARTTCCAGATC TACARGARALGTGEAATCCAGGRAAGTGEATAGAACC T TAGCAAAAGRAGE
K W K 8 R L W A L G K 8 E F Q@ I ¥ K K 5 6 I Q@ E vV D RTUL A EKEE G

TI0 T720 T730 T740 T750 T760 7770 T80 7790 7800
CATTARAAAGRGGAGAARCGGACCATCACGCTGTGTCGCGAGECTCAGCARAACTGAGATGG T TCGTTGAGAGARACATGGTCACACCAGAAGGGAARGTA
I K R G ETDHUHAMWVYOSERGSS A EKILUERWTFWVEU RUNMTYTPETGIEKV

7810 7820 7830 7840 7850 7880 1870 7880 T899 7900
GITGEACCTCGGT TG TGECAGAGGAGGC TGGTCATACTATTGTGEAGEACT ARAGAATGTAAGAGAAGTCARAGGCCTARCARANGGAGGACCAGGACACG
¥ 0D L 6 ¢ 6 R G G WS Y ¥ C G G L KNWVREWVEKEGULTUEKTGUGPF G H E

7910 7920 7930 7940 7850 7960 7970 7380 7990 2000
AAGARRCCCATCCCCATGTCAACATATGEETGGARTC TAGTGCGTCTTCARAGTGEAGTTGACGTTTTCTTCATCCCGOCAGRAARGTGTGACACATTATT
E FP I P M 8 T Y & W N L vV R L Q 8 & WV DV F F I P P EUEKGCUDTUL L

8010 8020 8030 8040 8050 8080 8070 080 8030 8100
GTGTGACATAGEGEAG TCATCACCAAATCOCACAGTEGAAGCAGGACGARCAC TCAGAGTCCTTAACT TAGT AGAARA T TGET TEARCARCAACAC TCAR

c oI G E S § FP K P TV EAMGRTTULRWVILNILWVEWNWTILDNDNDMNTQ

8110 8120 8130 8140 8150 8160 8170 8180 8130 8200
TTTTGCATARAGGT TCTCARCCCATATATGCCCTCAGTCATAGRAAARMATGEARGCACTACARAGGAARTATGGAGGAGCCTTAGTGAGGARTCCACTCT
F ¢ I XK vV L N P ¥ M P 58 V I E KM EATLUGQHZRUK Y GG AL V R NP L 5

az10 8220 8230 g240 8250 a2&0 8270 8280 8290 28300
CACGRARCTCCACACATGAGATGTACTGEGTATCCARTGU T TCCGEEAACATAGTGTCATCAGTGARCATGAT T TCAAGGATGTTGATCAACAGATTTAC
R N 8 T EEM Y WV § F A 8§86 NN I VvV 85 58 VvV ¥ M IS RMTILTIWMNETET

8310 8320 8330 8340 8350 8360 8370 83870 8390 g400
ARTGAGATACARGARAGCCACT TACGAGCCGGATGTTGACCTOGGARGCGGAACCCGTARCATCGGGAT TGAARGTGAGATACCAARCCTAGATATAATT
M R Y K K A T Y E P DV DL G S 66 TRMNIGTIEZ SSETIUPU NTILTUDTITI

410 8420 8430 8440 8450 8460 8470 6480 B430 8500
GEGARARGARTAGARARARTARAGCARGAGCATGARRCATCATGGCACTATGACCARGACCACCCATACARRACGTGEGCATACCATGGTAGCTATGARA
G K R I E K I XK ¢ EH E T &8 WUH Y D OQOUDHUPUY K TWHA Y HG S Y E T

8510 B520 8530 8540 8550 8560 8570 8580 8530 8600
CARARCAGACTGGATCAGEATCATCCATGGTCARCGEAGTGETCAGEC TGCTGACARRACC T TGEEACGTCGTCCCCATGETGACACAGATGGCAATGAC
K Qg T 6 8 A &8 8 M VvV ¥ G VvV VvV R L L T K P WDV WV F MV T QMM AMT

8610 8620 2630 8640 8650 gae0 8670 8680 8630 8700
AGACACGACTCCATT TGGACARCAGCGCGTTTTTARAGAGARAGT GGACACGAGRACCCAAGAACCGAAAGRAGGCACGARAGAARCTARTGRARATAACA
p T TP F G QQRVV F KEUEKWVDT RTGQEU PUE K ETUGTZEXUHKTILIMZETT

8710 8720 8730 4740 8750 8780 8770 87840 8790 S800
GCAGAGTGECTTTGGARAGAAT TAGGGARGARARAGACACCCAGGATGTGCACCAGRGARGAATTCACAAGRARGETGRGARGCAATGCAGCCTTGGGEG
A E W L WK ELGU KK KT PRMCT®REETFTU®RIEKUVWVDERUS HNAA ARTLGA

8810 EB20 8830 8B40 8850 8860 8870 &BAE0 8830 8900
CCATATTCACTGATCAGAACAMGTGEAAGTCGGCACCTEGAGGCTGTTGAAGATAGTAGGTTT TCGGEAGC TGETTGACARGCGARAGGAATCTCCATCTTGA
I F T DEMN KWK S5 AREAMVYEDSESERVFWETLWVDEEURNTILHETILE

8910 B320 8330 8940 8350 B9800 8970 89890 8930 2000
AGGARAGTGTGRARACATGTGTGTACARCATGRTGGGAARAAAGAGAGAAGRAGCTAGGGGRATTCGECARGGCARAAGGCAGCAGRGCCATATGGTACATG
G K C ETCVWV Y M MG EUBREI K EKTLGET FGEKALIEKTG®G S R ATIWTYHM

9010 2020 9030 2040 9050 9080 3070 5080 9090 9100
TEGCTTGGAGCACGC TTCTTAGAGT I TGARGCCCTAGGAT TC T TARR TGRAGATCACTGGT TCTCCAGAGAGARACTCCCTGAGTGEAGTGEARGGAGAAG
W L & A R F L E F EALGVF L NUEUDU HWT F S RE®NSTILS GV EGE G

9110 9120 9130 9140 9150 9160 170 9180 9130 9200
GECTGCACARGC TAGGTTACAT TCTARGAGACGTGAGCARGRARGAGGGRGERAGCAARTGTATGCCGATGACACCGCAGGATGGEATACARGAAT CACACT
L H K L ¢ ¥ I L R DDV S K KUBEBEUGUGAMTYADDTAUGWDTRERTITL

9210 9220 9230 2240 9250 9260 9270 2280 290 2300

AGRAGACCTRARAAATGARGARATGGTAACARACCACATGGRAGGAGRACACAAGARACTAGCCGAGGCCATTTTCRAARCTAACGTACCARRACRAGGTG
E DL K ¥ E EMV T NHMETGEUHEKEKTLALESABTIT FUHKTILTU?YGQQDNZEKTVW
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9310 5320 5330 5340 9350 9380 9370 5380 5330 5400
GIGCGTETGCARAGACCARCACCAAGAGGCACAGTAATGGACATCATATCGAGAAGAGACCAARAGAGGT AGTGEACARGTTGECACCTATGGACTCAATA
Y RERVYQ R PIT PFPRGT VMDPDIISEARPERDAQBRBEGEGS GGQVEGET Y L NWNT

2410 9420 9430 2440 2450 F4EQ 3470 Q80 4230 2500
CTTTCACCARTATGRARGCCCARCTARTCAGRCAGATCEAGEGAGARGEGACTCTT TARRAGCATTCAGCACCTAACRATCACAGARAGARATCOCTCTGCR
F T " M E A Q L I R QM EGEOGVY F KOS I QHRLTTITEETI® AUYIGQ

9510 5520 9530 9540 9550 3560 9570 5580 9530 5600
ARRCTGETTAGCARGAGTGEGGCECGARARGETTATCARGAATGGCCATCAGTGGAGATGAT TGTGTTGTGAAACCT T TAGATGACAGET TCGCARGCGET
¥ W L. A R ¥Y 66 R ERTUL S HMOATIO®SSEDLDDCY W EKPLTUDUD®RZPFDLAED-A

9610 96240 9630 9640 9650 9660 3670 9580 9830 8700
TTAARCAGCTCTAAATGACATGEGARAGATT AGGAARGACATACARCAATGGEAACCT TCAAGAGGATGEARTGATTGEACACARGTGCCCTTCTGTTCAC
L TALWHWNDMGEREIRIEKODBDIQAQWEVPFPS RGWWMNDWTITQWVPFF LS H

9710 97120 9730 9740 9750 9780 9770 a780 9790 9800
ACCATTTCCATGAGT TAATCATGRAAGACGGTCGCETACTCGTTGTTCCATGTAGARACCARGATGRACTGATTGGCAGRGCCCGARTC TCCCARGGAGC
H F HELTIMMIEKDGERY LV VEPCRT-NWEODEILTII®GHKAIRTITS SEDOQIGGA

SE10 8820 2830 S840 9850 9BE0 SB70 Se80 3830 5900
AGGETGETCTTTGOGECAGACGCCCTGT TTECEEARGTC TTACGCCCARATETGGAGCTTEATETACTTCCACRCACGCCACC TCAGGO TECCEGCARRT
G W B L R ETATCILGX 8 ¥ A QMW S8 1L MY FHEBRBRDULUZERILAOEALAMN

9810 5920 9930 9940 9950 9980 98970 59980 59990 10000
GUTAT T TGO TCGGCAGTACCATCACAT TGGG T TCCARCAAGTCGAACAACCTGETCCATACA TGO TARACATGAATGGATGACAACGEARGACATGOTGA
A I C 5 A Y P §E H WV P T &8 R TTMW S I B A KUHBEWMTTTEUDM®MTELT

10010 10020 10030 10040 10050 109060 10070 10080 10090 10100
CAGTCTGGARACAGGG TETGGATTCAAGARAACCCATGGATGGAAGACARAACTCCAGTGGARTCATGGEAGGARATCCCATACTTGGGEAARAGRGAAGR
vV WHRE RV WIOQEBEBWNT PWMEODXTPWVE S WEEBEIPTYTLGEKRETD

10110 10120 10130 10140 LO1ED 10160 10170 10180 10190 10200
CCARTGETGCGECICATTGAT TEEGI TARCARGCAGEGCCACCTGEECARAGARRACATCCAAGCAGC AR TARATCARGTTAGATCCC TTATAGGUARTGAR
g W oG8 L I G LTS R ATWAZERKDMNETIQARTLI®N®NAGT YERSILIGHNE

> -Region I-No Codificante
10210 10220 10230 10240 10250 10260 10270 10280 10290 10300
GAATACACAGATTACATGCCATCCATGARAAGAT TCAGRAGAGARGAGGIAGARGCAGGAGTTCTGTOGTAGARAGCARAACTARCATGARRCARGGCTA
EY T DY MP S5 ¥MKERFRREETETEH AGVYILW*

10310 10320 10330 10340 10350 10360 10370 103890 103%0 10400
GRAGTCAGGTCGGAT TAAGCCATAGTACGGARAARACTATGCTACCTGTGAGCCCCEGTCCARGGACGTTARAAGAACTCAGGCCATCATARATGCCATAG

10410 10420 10430 10440 10450 10460 10470 10480 10450 10500
CTTGAGTRAAACTATGCAGCCTGTAGC TOCACCTGAGARGGTGTARARARTCCGEGAGGCCACARRCCATGEAAGCTGTACGCATGECEGTAGTGEGACTAGC

10510 10520 10530 10540 L0550 L0560 10570 10580 10590 10600
GETTAGAGGAGACCCCTCCCT TACAAA TG CAGCAAC AR T GEGGECCCARGECGAGATGAAGCTGTAGTC TCGC TEEGARGGRC TAGRGE TTAGAGGAGAC

10610 10820 10630 10640 10650 10660 10670 10680 10690 10700
CCCOCCGAANC ARARARCAGCATATTGACGC TGEGAAAGACCAGARGATCC TGCTGTCTCCTCAGCATCATTCCAGGCACAGAACGCCAGRAARATGGAATG

10710 10720
GIGCTGTTGRATCARCAGGTTCT

Semilla de virus maestra (MVS) de DENvax-2

En el presente documento se proporcionan la secuencia de nucleétidos del genoma de virus recombinante (SEQ ID
NO: 14 en la lista de secuencias) y la secuencia de aminoacidos deducida de la proteina traducida (SEQ ID NO: 6 en
la lista de secuencias). El virus modificado mediante ingenieria genética tiene como base el virus D2 PDK-53. Se
marcaron todas las sustituciones modificadas mediante ingenieria genética que son diferentes del virus DEN-2 16681
de tipo salvaje (también el virus progenitor para PDK-53), asi como las mutaciones extra (cambios del clon de ADNc
modificado mediante ingenieria genética) detectadas en MVS.

Sustituciones incluidas en el genoma y la proteina:

La cadena principal del virus D2 PDK-53 (cambio de D2 16681 wt): todo en negrita
a. Regidn 5'-no codificante (NCR)-57 (nt-57 C-a-T): locus principal de atenuacion (en color rojo)
b. prM-29 Asp-a-Val (nt-524 A-a-T)

c. nt-2055 C-a-T (gen E) mutacion silenciosa
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d. NS1-53 Gly-a-Asp (nt-2579 G-a-A): locus principal de atenuacién (en color rojo)
e. NS2A-181 Leu-a-Phe (nt-4018 C-a-T)

f. NS3-250 Glu-a-Val (nt-5270 A-a-T): locus principal de atenuacion (en color rojo)
g. nt-5547 (gen NS3) mutacion silenciosa T-a-C.

h. NS4A-75 Gly-a-Ala (nt-6599 G-a-C)

* La mutacién silenciosa nt-8571 C-a-T de PDK-53 no se modifica mediante ingenieria genética en el virus de
vacuna.

Marcador de clon modificado mediante ingenieria genética (mutacion silenciosa):
a. Mutacion silenciosa nt-900 T-a-C: marcador de clon infeccioso.
Sustituciones adicionales encontradas en la semilla de vacuna (0,02% nt diferente del clon original)
a. prM-52 Lys-a-Glu (nt-592 A-a-G), en negrita.
b. NS5-412 lle-a-Val (nt-8803 A-a-G), en negrita.
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NCR-57-T. locus de atenuacion de D02 PDK-53 (D2 16681 wt: Cl
i

1k 24 i ab 5D 2] o ag ap 1Gm 11p 120
AGTIGTIAGTCTACETGEACCEACARMGACAGATTC T T TGAGGERGC TARGC TCART CTAG T TC TARACAGT T TTT TAAT TAGAGRGCAGAT CTC TGATEAATARCCAACGEARRANGECS
M B § 0 R K E A

»5"-mC

13g L4 180 160 1 1680 140 294 210 20 230 240
AARARCACGOCTTTCAA TATGC TEAMAC GEGAGREAMACCGEETET CEACT G TECAACRGE T EACAAAGRGA T T T AC T T GEAR T EC TECAGGEAC GRGEACCAT TARAAC TETTCATS
E N T PEFNWNMLESREDRWNNERYSTDVQEQSZLTERDPFSLAEMWMILODGEREEP?PILELEH

250 260 2 280 280 L] e 324 kL 340 L 360
GO TG TR T T T IO T TTOC TARCAA TOCCACCARCAGCAGEGATAT TEARNGRGAT GEGERACART TARARAR TCARRRGC TATTAATGT T TTGAGAGEGT TCAGEARAGAGATT
AL ¥ A F L AR F L T I F F T A G I L X A WG TI KK S5UEKEWSARTIWDN®ENUYLEUGEUS RUEKEKTETI

peM

] 3ag £ 400 410 420 430 &40 450 460 470 4B
GOARRGAA TR T ORRC AT LT TGARTAGGRGA L CAGA TC T RO A R A TCAT CATTAT G TGA T TOCAACAGT A TR R T T AT TTRACCACAOG TARCRGAGAAC CACACATGATCGTE
CEHT-'H'I'I.-HHERREIEHIIHEIPTVHIFHHETRHGEFHHIV

430 500 510 520 530 540 550 560 370 SBO 50 G800
AGCAGACMAGRGARRGGEARARCTCT TCTET T TARARCAGAGETTGGCGTEAACAT G TETACCCTCATGECCATEGACCTI GETGRATTGT GTGAAGRCACRATCACGTACGRETGICCT
5 R Qg FE K&K L L F X TEW¥YOGY N MCTILMAMDTELOGETLTCEDTTIT?YX®TCP

| 1
prid-29 Val especifica de D2 PDK-533 (D2 16681 wt Asp, nt-324-A) Mutacion Lys a Glu de pril-52 adicional (nt-592 A a G)

>
610 620 &30 &40 &850 660 670 680 630 To0n 7in 720
CTTCTCAGECRAGARATGAGCCAGRRGACATAGACTET TEETGCAAC TCTACGTCCAC G TEGETAACT TATGGGACETGTACCACCATGEEAGRRCAT AGAAGRGRAMR ARGA TCAGT GECA
L L BRQ BE P ED I DCWOCNOSETSESTRYTTITAE@TOCTTMETEH®RDRBRBTERETEKRSESTVTA

Tan Tad 750 TED ] T80 T80 aan aip 20 aip adn
CICETTCCACATGTGEGAATGEEACT CEAGACACEARCTEARACAT GEATETCATCAGRRGGEECC T GGRAACATETCCAGAGART TGRARCTTGEATC T TEBAGACATOCAGEC T TCACT
L ¥ P H ¥V 6 ¥ 6L ETRTET®WNMSESEGH ARTWEH HBRDYSERERKTIIETM®NTITELHRA®P?GFT

>E
a5k a6d 270 HB0 asn 500 1 320 ] 340 950 96D
ATEATGECAGOARTCCTEECATACACCATAGEARCGACACAT TTOCARAGAGCCC T GATCT TCATC R TAC P GACAGCTETCAC TOCE TCAA TGRCAA TGO T TEGEATAGGAR TET CARRT
NN EKI LAY DT IT & A F Q8 8 LKEIFI LL P ANT PF-S XTHNEEI &N &R

|
Marcador de clon silencioso modificado geneticamente: nt-300 mutacion silenciosa T a C

i 380 580 1000 1010 1020 1030 1044 1950 1060 Lgo 1080
AGRGACT TTETGGARGGEETT TCAGEAGGAAGC TEGET TGACAT AGTCTTAGARCATGEAAGC TET 6T GROGACEATGECAMARRRCARACCARCA TTGEAT TTTGARCTGATARRRACE
E D FV EG&G VY BE'GE S W VY DI V¥ LEHERSESCYTTH®H$WAERKTNENEKETPTILDTFETILTIZE KT

050 1100 1110 1120 1130 1148 1150 1160 1170 11BD 1180 1200
GAAGCCARCAGCC TGO CACC CTAMG GING TAC TG T A TROAGGCARAGC T AR CAM ACARCARCAGANTC T COCT GO CCAACACAAGGS EARCCCAGOC TAA T GARGAG CAGGAC ARA
E A E g P AT L R XK ¥ C I E A KL T ¥ T T TITITES&SRARCECPT Q& E P S L NEE $ D K

1210 LEZD 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1330
AOGTTCG T TR CARACAC T A TGO T AGRCAGRGOA TG OAAA T OATO T GGACTAT T TR ARSI GAG S LA T TG TRACC TR TGO TATAT TCAGA TR AARARIARC AT GG AAGIARAR
R F¥Yc K kB XKV DRANWGEHWNGECOCGSEL F & X 6461 VT EAMMNMPEP-RTECEEK®H®NMBMESKEK

1330 1344 1350 1360 1370 1387 13590 1400 1410 1420 143D 1540
GTTETGCARCCAGRARAC TTGERATACACCA T TG T GATARCACCTCACTCAGGEEARGRGCAT GO AGTCEGARA TGACACAGEARARCAT GECARGERARA TCARAA T RACACCRACAGAGT
v QP EN¥M L EYTTTIUVY¥ITOPHSEGEEU H R AVVYGHNDTGEU ERT GXETITETITZPFAQS

1450 1460 1470 1480 1450 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
TCEATCACAGRAGTRGAAT TGACAGE T TAT GGCACT GTCACAATGGAG TG T C TCCAAGAAC GGG C TUGAC TTOAATGRGA T GGT GTTG L TGO AGA TGE AR T ARG T TGEC TEETS
5 1 * E A EL TG T & T VT NEUCSPHRTGLDFSHNEZ MY L LOQMEH®NEAaALWDLYV

1570 1587 1580 1600 1610 1620 163k L1647 1650 1660 16D 1680
CACRGECAR TGO T T TAGRCCT GO G TTACCAT O T TEOCCBGAGCOGACACRC AR GGG TCARAT TOGATACRGARAGRGACATTGOTCAC TT TCARRAATCOOCATRORARGRARCRG
R R g wPL DL PLP?PWLPFPGEADT QGESENWTIQXETIL YT F KX PHREDEDO G

1690 17040 171D 1720 1730 1740 1750 1760 1770 17680 1780 1800
GATETTETTET T TTAGGATCC CARGAMGGGECCATGCACACAECAC T TRCAGGEGCCACAGARATCCARR T GTCATCAGGAARCTTACTC T TCACAGGROATCTCARGTGCAGGC T GAGHA
B vy ¥ L. ¢ 83 ¢ E & A MHWBTHTIITTOGEGARTETIOGM®WMSEFGENTILLTFTUGHRILEGT L CHRTILR

1810 Llazd 183D 1840 1850 LAE0 a7 1aag 18490 1800 181D 1920
ATGGRCAMGCTACAGCTCARMCERAA T GTCATACTC TATGTGOACAGGAARG T TTARACTTE T GARGEAAATAGCAGARACACARCATCEAACARTAGTTATCAGAGT ECAA TATGARGES
M DELGL KGEH I T § 4 CT 6K FEKEYY KETIAMETAWOQHETIVYIRYQTYTEEG

1930 1940 15850 1960 1970 1980 1940 2000 2010 2020 2030 2040

ARCGEC T L IO AT B AAGA T L TT TTGAGA TAN T GGA T T TOGAAAAAGAC A TG TC T TG TOGC C TEAT TACAG T CARCC CART TETEAC RGAAA NG A TGO CCRGTOARC AT AGIA
B'e &5 p 0K I P F E I M DL EK®RHEEDY L & HARBLITWWVNPETIUVTIT EEKTDSEPEVHNTILIHE

36



ES2933970T3

2050 206D 2070 2080 2080 21080 2110 2120 2130 2140 2180 2160
GCAGARCC TOCA T TTGAAGAC AGC T ACATCAT AT A GG TAGAGC CGGGAC AR THARGI TCARC TLHT T T AAGAANGGAAG TTCTATCRHCCAAA TGT TIGAGAC ARCAATGAGGGGE
A E P P F 4D 8§ ¥ 1 I I G VEUZPEOGASQLUETLHKDMN®WNEFIEKETZRS GSSSEIGoHMNPFPFETTHR.G

I
Mutacion silenciosa nt-2055-T de D2 PDK-53 (D2 16681: C)

F 2184 21590 2200 2210 Z220 230 240 2250 2260 2270 2280
GUGAAGAGRAT GG AT TTTAGE T GACACAGC L TREGATT T T GGAT O TTRRGRGGAGTGT TTACATCTATAGGARAGGCTC TCCACCRAGTCTT TGERGCARTCTATRGAGC TGO TTC
A E R M A I L G DTAWDVPFGEULUDGS SGVYFTEIGESRTILHEQQWW F G AI ¥ G A ALF

2290 2309 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
AGTEEEET TTCATGEAC TRATGARRAT CCTCATAGEAGTCAT TATCACATGEATRGEARTGAATTCACGCASCRACCTCACTGTCTETGACAC TAGTATTGE TEEEAA T TETGACRC TG TAT
5 ¢ ¥ 3 ¥ 7T K FKFTIUL I @V T IT®W®RIOGHKKNWSISRSTSELEVYTILYILWVETIWVYTIL Y

*H81
2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2430 2500 2510 2520
TIGEGAGTCATGETECAGEGCCGATAGTEGT TRCET TETGRGE TEGAARRACARRGARCTGRARTGT GECAG TGEEAT T TTCATCRCAGRCARCGT GCACACATGEACRGAMCARTACRAG
L &G ¥HVY QAPSGEGELC VY VY 5 WEUHNPEETLTZECTESGITFITDLDHWRV HETWTEGQGT?TTER

2530 2544 2550 2560 2570 2580 2580 2604 2610 2620 2630 2640
TICCAACCAGRATCCCC T TCARARC TAGCT TCAGETATCEAGAARGCCCRAY GARGAGENCA T T TET GEART CCGOTCACT ARCARGACTGEAGRATCTEGATETEAARACAMA TARCACCA
FQPESP 3 KEKELASAIQDERINETETDTTICGCSETIRTSEWVTERERLEWHS®NILHMBKEKEKESGQTITEP

1
DZ POE-53 NEL-53-Asp sttenustion locus (wt D@ 16881: Gly, nt-2578-G)

2650 266 2670 2680 2690 2700 2710 2724 2730 2740 2730 2760
GRATTGAATCACATTCTATCAGRARA TERGGTGARGTTAACTATTATGACAGGRGACATCAMAGGAN TCATGCAGGEACGAMAACGRTCT CTEOGGCCTCAGCCCAC TGAGCTGRAAGTAT
EL N HIULSTEWNTEVW¥ETILTTIMEMT & DI KGEIMOGEATZ SGTE@SR S LERPFQPFTTETLTETY

277 2780 2780 2800 2a1n 2820 2E3I 2840 2850 286D 2870 2heD
TCATGEAMACA TEEGECANACC AAAAN TG T CTC TACAGAG TC T CAT AR CAGACE TP C TEATT BATGECC CORARNC AG CAGAA TG CCC AR ACARATAGAGC TIGGANTTCGTTS
E W E T W G K A K ML T E S5 A NOQTTZLXL I DG P ETAZETCPEPERNRKTXHNARAMWDNSEL

2890 29049 2910 2920 2830 23440 2950 29640 2970 2980 2850 3000
GARGTTARRGAC TR TGO TTT OGRS TAT TCACCACCARTATATOO. TAARAT TGARAGAAAAAC AGATATATTC TR GACT CARRACTCA TG TCADCGOCCATARARGACARCRGARDD
EVYEDY & PFr &6V FTTHI WL ELIXXETIHRKO© QS REWYPFc DS B L XS AATILIIEKETDHERA

3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3084 300 Jion 3110 3120
GTCCATECCGATATEGGT TAT TEGATACAAMG TGCACTCAA TGRCACATGEAAGATACAGAMRGCCTCTTI CATTGAACT TARMMAC TGO CACTEGCCAAAATCACACACCCTCTGERED
¥ H A D MG Y WIES®HARILDMNDTWETITETEAAST FTIZEV VYEW®SNCAWPE S BT IL WS

3130 3140 nso 3160 nie 3180 nan 3200 ERR I E R 3230 ERLH
AATGEAG TG TR GG T GRGA TR T AR T T C A G AN T T C GO G G RO AL PG TS TCAR A A B TRGAL CAGEC TACCA T ACACARA T A CAG GRCCATOGCATCTAGG TRAGCTT
W G ¥ L E 5 E HNTI I P X HNL AMEP VY S gEBERBNRY R P& ¥ BT QI T EPKKABALTIGEL

3E5D 3269 EFai 3280 Jz2an 3304 EEN 3320 3330 3340 3350 3360
GRGATGOACTTTGATT T TG T GRT GOAACAAC ARG T GG TAG T GACTGAGGRL T RO G RARAT AGRGGACCCTC T TTRAGARC AR CCRCTOCC TCTORARARC TCRTARC AGRATGET GO TGS
E M DODFPFODPFECEREAOQTITVYVYEYYEDELEdHYRGE 5L BRTT?T T HLEBG KL I T ENYC:®C

>HEIN

3300 3380 3330 3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480
CEATCT TGCACAT TR CAC L TARGART RO AGRGE T GRGEATGEET GC TG TACGEGATGEARATCAGRCCAT TEAAGEAGARAGAAGRGARTT T G ETCAAC TOCT TGETCAC ARG TEER
REETLFPLREREEDEL‘H‘!E!EIRPLIEEEEEL?ESI\PTIE

3490 3504 3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
CATGEECARETCEACAACTTT TCACTAGGAGTCTTGEEAATGECAT TGTTCCTEEAGEAAR TGL TTAGGACCCGRGTAGEAACGRAACAT GCARTACTACTAGT TECAGT TTCTT T TETG
E &g VvV p M FPr 8L GEYLGMKMATILFILETEMSETILTETRWYGETUEUHERATTILTLWYATWYTZSTF V

3610 H62Q 3EAD 3640 I650 3660 I 3640 JES0 3700 ane 320
RCATTGATCACAGEERACA TG TCCT T TAGRGACC TG GEARGAGTGA TG T TATEE TAGSCGCCACT ATEREGEATGRC AT AGETAT GEGCGTERC T TATC TIGOOC TACTAGCRGCC TTE
T L I T &G B K § F K PBPLGRY XY HNY S§ATHETODDIDIGWEYTYXTLATLTLARMTF

3730 3744 780 ATel anme 3780 e 38040 810 1820 3830 3840
ARG TCAGRCCAACT T T THC AT TGEAC TAC TCT T GAGAAA LT TEA L C T ARGEAA T TGA TEATGAC TAC T ATAGGAA T TG TACTC C T TCCCAGAGCACCATACCAGAGACCATTCTT
EVEP?®TPFAMAGLLILAERILTS K®EZLMNNRMNM?ETTIAEIL L &0 BT I PETT.L

3ash 3860 L 3880 Jaan 3390 3910 3820 ELEH ELLH 3350 3960
ARG T TG A L TR T G T T AR T TG G LA TG AT R T L T ARR A TG T GRGARATAT GEAARAGTAT CRATT G A TR TATC AT GECTATCTT G TR TOCCARACGCAGTEGATATTA
EL T D AMIELAILGMM MY L KMV REHNMEZEYJJgILAUVYWTTIMNMATITILILEGDYFMN®WATYIL

3ang 3980 3950 4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080
CARRRCGCATGGARAGT GAGT TECACARTAT TEECAGTEETETCCGT T TCCCCACTETTCT TARCATCCTCACAGCARARAMCAGA TTGEATACCATTAGCATTGACGATCARRGGICTC
9 W AW EKVY 8 CTIILARWYY S ¥ 5§ PFPLPFLTUB S0 QEKETTUDWTIUFPTILATLTTIZESEIL

I
NS2A-181-Phe especifica de D2 PDK-53 (D2 16681 wt: Leu, nt-4018-C)

>HEIB
4030 4104 4110 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180 4190 “200
AMTCCRACAGCTATTT T TCTAACARC COTCTCARGARCCAGCARGARRAGEN T GGCCAT TRART GRGEC TATCA T GECAG T CEGEA TG TERGCATTT TAGCCAGTTCTCTOC TARRR
W PTATIUVFILTTULSERERTUSEWHSRKUEH RZEWZPFPILUSKEA A RTIMEMANYOGHNTYSSIULAESEUSGSTILILEK

4210 4224 4210 4240 4250 4260 4270 42840 4290 4300 4310 4320
ARTGATATTCCCATEACAGEACCAT TAETGEC TEEAGEEC TCCTCAL TET G IGCTACETGE TCACT GEACEA TCGGCCEAT T TGCAAC TG GAGREGAGCAGCCEAT G TCARA TGEERAAGRE
¥ b I P MHMTGEGEPLYAGEL LT VLY V¥ L TGRS ADLETLERAZAMALDVWVETNWTED

4330 4340 LELT EELH Ll 43840 4350 2404 4410 2420 R430 f440
CAGGCAGAGNTATCAGGAAGCAFTCCARTCC TRTCARTARCAATAT CAGAAGA TGE TAGCA TETOGA TARAARA TG GAGEANGAACAMACAC T RACCATACTCAT TRAARCAGEATTS
4 A B &+ 88 & 8 &8 P} L & 2T X 8K DA S HMS I KNEEEEQ Y L ® I LT RT E L

*N33
4450 4460 4470 4480 4480 4500 4510 4520 4530 4540 4550 1560
CTGGTGATCTCAGGACT T T T CCTG TATCAR T AT AR TCR GGG CAGOAT GETAC C TG T GLGARG TRARGA A AN GGG L CEAG TAT TG TRGGAT G T TOCTTEACCCCCACCCATS
L ¥ I 8 6L F B Y S I P I T AAMANWY LWETYXEKO JQRBRBAG?YL®WDWE B P PEM
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4570 4580 4580 4600 4610 4620 4630 4640 4E5D 466D 4670 4680
w:m:m GGEAGCCTATAGAAT T ARGCAAAARGGGAT I C TTGAA TATTCCCAGA TUGEAGCOGGAGTTTACARAGAAGGARCATTOCATACAATGTGECATGTCACA
E A I L EDOGAZYRTIEKEAOQESE I LE Y & QI @A GV ¥ KEKEOGT F B T 'H WHNVT

4680 4704 4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780 47590 4800
CETEECECTETTCTART GCAT RARGEARAGAGGAT TGRACCATCAT GEGCGGRCGT CARGARAGACC TRATATCATA TEGAGEACGC TEEANGTTAGRAGGRERAT GEARGEARGEAGRR
R & A ¥ L M H K& KRTIEUP3IWATDY EKEETDILTIZSGYGGGGEG W EILTEUGTEWWKTEGEE

4810 4824 4810 4840 4850 4860 4870 48487 L850 4500 4910 £920
GARGTCOAGET AT TGECAC TGEAGOC TEEAAAARAT COANGAECCE TCCAAACGAAACCTGETCTIT T TCARAACCAAC GO GEARCARTAG G TGO I GTATCICIGEACTT TIC TCC TEGER
E ¥ ¢V L A LEUZPOSGEHSREPRAMY QT K PGEGLFZETMHENRKOGTIOGHKVWY 58 LDF S F B

LEER 4340 4850 RAE0 49 4380 4980 5004 5010 ERED ELETH 040
A T AL AT T CCART TA T G AR A A AL O A A A A G T T T GGG T T T TAT GG T AR TG T A T TO T TACAAGOAGTGGAGCAT A TUTRAGT R TATAGCCCAGAC TRARAAARCCAT TERR
T &5 6 £ F I 1.0 K E G XV ¥V 5 1L Y 6 R¥ G Y VY T R S8 4 A ¥V 5 A I AT EX S I E

S050 5060 5070 SO80 5090 5100 5110 5127 5130 3140 5150 3160
GACARACCCAGAGATCGARGAT GACATTTTCCGARAGAGRAGACTGACCAT CATGEAC CTOCAC DO AGGAGE GEGAAR GACGAAGRGATACC T TOCGEOCATAG T CAGRGAAGT TATARAR
b WP E I EDDRDIFERXABARZELTTIM®MNODILEEPOUGHROGETERYULZPAMAMTIWVYRER-MTIK

5170 5180 3150 3200 3210 5220 5230 5240 5250 3260 5270 5280
COEEETT TGREAMCATTAATC T TEGECCCCCACTRGAGT TG T GECAGCTEGARA TEEAGEARGLCCTTAGRGEAC TTCCARTARGATACCAGACCOCAGOCAT CAGREC TG TGCACACCEGE
R &L RARTLITILAZPTRY YV A AMEMETEU RILHBERSETILPTIM®RTYQT®PRPATRAYIHAETGE

k
Locus de atenuacion de NS3-230-Val de D2 PDK-53 (D2 16681: Glu, nt-5270-A)

SE30 5300 3310 5320 5330 5340 5350 5360 5370 338D 5390 5400
CEEEAGATTETGERCCTRATG TETCATECCACATT TACCATGRGGC TGCTAT CACCAGTTAGAGTGC CARAC TRCARCCTGAT TRTCATGGACGAAGCOCATTTCACRGEAC CCAGCARGT
R F I ¥ PL MCEHEATTFTITMATLTLSE P VY EV PFFYNWNILTITIMNMDPBTEA AISERETEFTDFPhA S

5410 5420 5420 5440 3450 S4ED 5470 5480 5480 3500 3510 3520
ATAGCAGCTREAGEATACATO TCARC TCGAG TGEAGA TGO TEAGECAGC TGEGAT TTTTATGACAR CCAL T CCCOCGEGARBC AGACGRCCCATT T CCTCAGRGCRRTEGEACCARTCATA
I A ARG Y I 38 TRWYEMOGEAMRAROSGIVFMITAT®P®FPSG S R IFFPJQgQ S8 ¥ APII

3530 5544 5580 5560 3570 3580 3590 5600 HELD 5620 SEAD SE40
GATGARGAMAGAGAAA T CCCT GARCGCTOG TEGRAT TOOGEAC AT AR TGEE TCARCGEATT TTARAG GEARGAC TG T TTGET TCGT TCCAAGTAT AMAGC AGGAAR TGAT A TAGCAGCT
b £ E R BE I PERSWMWNEA4HEW®SNYTDLFXGS EXETV WRFEFVES I KAGHNDTIMHSK

1
Mutacion silenciosa nt-5347-C de D2 PDK-53 (D2 16681: T)

3650 5664 5670 S680 630 5700 3710 S7a0 5730 5740 5750 5760
TGCCTGAGGARAAA TG EARAGARRG T G T AL AR T AT A GG GA T T T GA T T o TG AG TA T T oA AGAC TAGAR CCRA T GAT TS EERC T TCG T RO TTACARCTGACAT T TCAGARATS
€ L B XK B & K K V¥ 1 g L BREKE T F D S8 E X v E T R T N O W b F g AE R A S 1 S i - e S |

5770 5780 5780 900 5810 S92q 5830 S840 5850 SRED SATD 5980
GETECCAATTTCARGGC TEAGAGEET TATAGACCCCAGAC G TCCAT GRARACCAST CATAC TARCAGA TG T GAAGR GCGGETEAT TCTGECAGGACCTATGUCAGT GACCCACTCTAGT
9 A F K AERY I BPFPRRCECMETPDYVY I LTODOGZET EHRUYYTIILAGTFPTMPVYTHSJ

5890 5300 5910 5820 5930 5940 5950 5960 5970 5980 5940 6000
GCAGCACARRGAMGRGGEAGAATAGGAAGARR T CCAMRARA TEAGAN TGRCCAGTACATATACATGGEGEAACCTC IGEARAR TERATEARGACTGTGCACACTGEAMGARGCTAAAATG
A A QR EBEGRAIGERHNUPEMNEDN®NRTDOGQ?YTIYHOGE?PTLTENWNTDIDETTCHADHBWETEATEHM

010 6029 6030 6040 B080 SO6D a070 6084 £080 B10D 6110 6120
CTCCTABATARCATCARCACGCCAGARGGEAATCAT TCCTAGCATGT TCGAAL CASRGCGTEARMNGE THEAT BOCAT TER T GECGARTAC L GCTTGAGRGEAGRAGC ARGEARRLCTTT
L L » ¥ I T PFEGITI PS8 HEFEPERBETI KTYDLAMIDOGET?YRTILHREEALTSRTE.T:F

6130 aL4d G150 A160 5170 6180 6190 G200 6210 6220 6230 6240
GTAGACT TRATGAGAAGRGGAGRCCTAC AR T C TG T TR TACAGAGTGRCAGC TERARGGCATCAACTACGCAGACAGRAA GG TGETGT T T TGAT GEAGTCARGAACAACCARATCCTA
¥ D L MR EG DL F Y W LAY RV A AMETGSGI®HN Y A DBABEREMWTECEDDGY KW NGQGQIL

G250 6260 6270 6280 G290 6300 6310 6320 6330 6340 6350 6360
GAAGARARCGTGEAAGT TERARTC TG GRCARARGAAGEGEARAGGRAGAAAT TGRARCCCAGRTGET TEGATGCTAGGATCTAT T TGACCCACT GECGCTRARAGRATT TARGEAATTT
E EN Y E Y E I WT®XKEOGFRZEEKTLZEXUPRUWIULDARTITTYSDPFLAMLIEKTETFETET

>H34R
6370 6380 6390 G400 6410 6420 6430 6440 6450 G460 6470 6480
GLAGCCEEARGAARGTC IO TGRCCC T GAACC TRAAT CACAGAMRAT GEGTAGEC TR CARCCT TCATGA CTCAGARGGCARGAGAC GO ACTGEACAR CTTAGCAGTGC TGCACACGEC TGRS
A A G R K S L T L B W T 7 B MG RELFPTF HMT Q KAMRBRTDAMTLUDBPWNWTILAWVYIL H®TAEBR

G490 6504 G310 6520 A530 6540 6350 65640 6570 G580 G550 6600
GLAGGET GEARGGEOETACARCCATGCTCTCAR TGARC TGO EEAGRCCCT BEAGRCAT TG T TTTAC TEGACAC TTC T GECT ACAGTCACGEGAGEEATCTTTTTAT TCTTEGATGAGCGCA
A &6 B A Y N HALSEILUPETILETILILILILTTULILATYTGEG & I F L FL XK S A

NS4A-T5-Ala especifica de 02 PDK-53 (02 16681 wt: Gly, nt-6593)

GA1 a6 BEID a640 G650 S660 G670 S680 HESD 6700 &0 6720
AGGEECATRGEEARGAT GACC CTGaGAR TG TOCTGCATARTCACGGEC TAGCATCC T CCTAT GETACG CRCAAR TRCAGCCRCACTGEATAGCAGC T TCARTAATAC TEGAG T TTTI TCTO
E &1 6 KEMT L GHNOCOCTIITARSEITL LWY AOQTIOgQD®®EHDEEHWEI ARSI IILETFFEFL

ELERE]
5730 &rad #7580 LELv &0 L L1 809 H810 LI 820 LERIH
ATAGTTT TGCT TATTCCAGAA L CTEARMARC AGRGARC ACCCCRAGAC AR C A T A T ACGTT G TCA T AGC A T OO T AL AT EO TGO CGCARCCAT GECARRCGAGATGGE TTTE
I ¥yL. LI PEUPEIEKWGQS:E2TPOLQDPHOGLETE?Y¥Y Y ¥ IATILILTYYAARTHAMMNENTEHMETF

LGE 6861 6870 GEHT 6490 G300 6910 6320 6830 6340 6950 66D
CTAGARARARCGRRGAARGAT CTOGEATTEGEARGTA TTGCARCCCAGCARCCOGAGRGCAACATCC TRGACATAGA TCTACET OO TECAT CAGCATGRAC G TGTATGOC R TRGROACR
L £EK T K KD L G LG EI AMTQOQFEHNILDIDLREPATGEAWNTL ¥ A ¥ & T

5370 6330 5350 000 Taip 7020 7030 7040 Ta50 TOER e 7080

ACATTTGTTRACACCARTGTTGRGARCATRGCAT TGAARATTCCTCAGTGAAT G TETCCCTARCAGITA TRGECARCCARGCCACAGTGTTAR TGGE T CTCGEEARAGEATGECCATTGTCA
T F ¥ TP MW L R K3 I EEHR S 3 V¥V KWV 5 LTATIWABWRDUNNOQATVL HKEGILGE®EGWPIL 3
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Tase T100 Ti1ip 7120 T13p Ti40 T80 Ti60 7170 T18D T80 Tann
AAGATGGACATCGERGT FOCCCTTC T LG CCA T TR TG AL TCAC ARG T CAACCCCATARD T T CACAGCAGCTC T T TTCT TATT GO TAGCACAT TATGCOATCATAGGUCCAGRACTS
E W b I 6% PF L L AIGCUY S gVvy P I TL T ARAMLEPEFIZLTLUYSREHSYATILITILIGZE?PEL

T210 T22d T2I0 T240 7250 T260 7270 T280 7280 7300 7310 7320
CARGCARMAGCARCCAGRGRAECTCAGRARAGRGEAGCGECEEECATCATGAARARC CCARC TETC GATGEAR TARCAGTGA T TEACCTAGRTOCAA TRCC TTATGATCCARRGTT TEAR
QA FE A TREOAQIEXRAALARASCEGTIMNMEDNETUYDBRBEITUW¥TIDLODPE®RPTIUZP?YIDPEKTFEE

T334 T344 TA5D TAED EE EELL T380 74040 T4L1D T420 TRAD T440
AAGCAGTTGGEACARGTAATGC TOC TAGTCC IC TEC G TERC TC ARG TAT TEATEA T GAGGRAC TACAT GEGE T C TE T G T GAGEC TTTARCC T TAGC TACCGEGUOOATC TOCACAT TG TGS
EQL G OV ¥ L L ¥L CVTQWVILMXMNMATUITW® NHRILTOCECESXILTTLATSGPEPFTISETILR

TA5D T46] TEID TRED 748D Ta040 7510 752 7530 7540 7550 7560
GAAGEAAR TR GGG T T TEEARCAC T AL CAT TR Ga T A T e AR TGO T AACAT T TT T AGAGGAAG TTAL T TGEC L EGAG L TEGACTTE TET T T TCTAT TATGAAGAAC ACAACC RS
BEEGH P GERFWHTITIT I AMVV S HAHNWRTIZEFAROGS S YL ABGEMGELILZESTIMNIEHD NRT?TTHN

>NES
T 1580 TaED TRIG TELD 1620 TRID Th40 TEED TEED TEID THRED
ACARGAAIGAAARCTGICARCATAGGATROACGCTTOGRIAGARAT OOAAAAGCCOAT TOAAL GCAT TEOAAARAAS TGAAT TCCAGATC TACARDARAA S TROAA TCCAGOARGTOGAT
T R RGE TG W £ 6 £ ¥ L GE KWHSESERTLEAILGE SSEFOAQQIVYXEKEEGETIOaEVD

TEIL 7700 7710 7720 7730 7740 7750 7760 T TTED 7790 TAOD
AGARCCT TRGCAAARGARGGCATTARARGRGGAGAMACGEACCRTCACGC TG TET CGOGAGGC TCAGCRARA C TGAGATGET TCET TEAGAGRRRCATGGTCRCACCAGARGEEARAGTA
B T LA K E G IEKBRGETT DU HUHSBAYSERGS AK L RWPFVY EZRWEKMYTPETEGEGIEY

TA1D TEZd T30 TRAD TASD TAED T Taagd TEID 7800 TRLD 7820
GIEEACC TCGE T TETGGLACAGERGEC TG CATAC TATT G T GEAGGAC TAAAGARTCTARGAGARA G TCARA GG TRACAAARGEAGGRCCAGEACACGAACRRCCCATCCCCATGTCA
¥ 0L C G R GG W S YT Y C G &L K¥ VYVREVY¥Y K G&GLTZEREKSGGEGEP & HEETPTIT?PHS

7430 Ta4d THED TaEL a0 TR0 T80 gaad 4010 4020 LT afap
ACATATCGGTGGAA TC T AL TG U O T T ARA L ToaA G T TOAC G T T T O T T CA T OO GO CAG AR ARG T G TEACAC AT TAT TET G TGACATAGGGEAG TCATCACCAAR TOOCAC AG T GEAR
T 6W H L ¥R LG 8 G V¥ DV FF I PPEXTLCDITLLOEDI1IOEGESUSUPHREPEPTNWVE

BOS0 BOBD agvn aoab o040 aidd #8110 B129 2130 140 a1s0 160
GLAGGRCGRACAC T RGAG T TTAAL T TAL TAGRARATT GE T TGAA AR AACA LT CART TTTGCATARRGGT TCTCARCCCATATATGCCOTCAGTCATAGRAARART GORAGCACTA
A GRTLERWVY L NLYEHNUSWILUNMNSNTgG?P#cI1I KEVLWNPEYMVPSENWV I EEREH®HEWALKL

8170 BLa0 aisn 8200 8210 8220 B230 B240 8250 4260 a2n azan
CAMAGEAMTATGEAGGAGCC T TAGT GRGEAR TCCACTCTCACCARACTCCACACATGAGA TG TAC T GGG TATCCAATGCTT COGGEAMCA TRGT G TCATCACTGARCATGATTTCANGS
g R E Y &6 &6 AL VY RNPILSERNSTHEMSN?DYWV 5 A S G KEIV S E VYV HHMISFRHR

8290 B300 831D LEFH 833D B340 LERTH BIGD a3 aipn B350 8400
ATGTIGATCAMAGATT TACARTGAGA T N ARGIARGCCAC T TACGAGCCERA TG T TEAOC TEGEAAGC GEARCODG TARC AT COGERTT GAAG T GREATACCAMACCTAGATATARTT
M L I ¥ AR F T MR Y KR ATJYE P BV ELGS AT HRNNTLIOGT?IETESETIPHNLTDBDTI?I1

410 G420 8430 a440 8450 8460 B470 G480 a4s0 8500 831D 8520
GOGRRAAG AR T AGRARAAR T ARG AR GAGCATOARAC A TCA TGO AL TATOACCAA A CAC OO AT ACARAACETGOGCAT ACCA TGS TAGC TATGARACARRACAGAC TOGATCAGCA
4 ¥ R I EXK I K Qg ESHETE W HBY DOQDEPY KT WHAY # G 8 ¥ B T QT O B A

8330 BS540 8550 8560 8570 8580 85090 8600 4610 8620 8630 a64an
TCATCCATEETCAACGGRGTGETCAGECTGC TGRCAARRCC T TGEGACGTCETROCCATGE T GRCACAGAT GECRATGRACAGACACGACTCCATT TG GRCARCAGLGOGT TTTTARAGRSG
B3 M ¥ B & ¥ ¥ ELTLTTEKPWDRBYY FPNVYTJQMHWAMNMNTODETTTPTFGGQERYVYF EE

B&SD BEED BE7D a680 BESD aran BT1D a7zl B73D atap a7sh a7E0
AMACTGEACACGACARCCCAAEARCCGAARGRAGECACCANGARRC TARTGAARATARCAGCAGRGTGECT T TEEAMGAAT TAGGGARGAARRRAGRCRCCCAGGATETEGCACCAGRERA
E¥Y DT RT g EP K E GETU KI KILMEKETITHAMETWTIELW®WIZXTETILSGIEUZEKEIETZFPHRMKTECTHERE

BT 8780 avsn aan Ba1D Ba20 BA3D BE4D LR BEED aa7n LEL
GAATTCACARGAARGST GACANGC AR TGAL O T T CL GGG CCHTAT T CAC TUATGAGARC ARG TGRAAST C GGG T GAGE C TG T TGARGA TAG T AGS T T T TGGGAGC TG G TTUAL NG
E ¥ T R K VAR S M A BRARLOGAWVPEFTODOSETDBHK XK WK SE ARIESRYED S R F FEL WV DK

1
Mutacion NS5-412 lle a Val adicional (nt-8803 A a G) en semilla maestra y pre-maestra

B85S0 2904 2510 asan LRI 2940 Ba5h 29&0 a0 250 2550 a0an
GARRGEAATCTCCATCT TEAAGEARAG TG T GAANCATETE TG TRCAAC AT GATEGEARRARAGAGRGAAGARGC TROGEERAT TCGGC ARG GCARAAGGCAGCAGRGCCAT ATGSTACATS
E R L B LESGXT ELECETHGCUVDY NMHMHWHWHGEGEREZEKIEKILSGETFOGI EKAI KS® G SH-AMAMTIMN?YM

010 5029 pain 2045 9050 065 El 2080 S50 100 #110 9120
TOGCTTAGAGCACGCTTC TTAGRIT T TGRALCOCTAGGATTE TTARA TGAAGA T AL TRET T TOCAGRGAGARCTCC CTEAG TGGAGTGEARGEAGANGGEC TGC ACAMIC TRGE TTAS
W LG&GARE®PLEFEALSGEFILWBKEDH®RD®SWYWZFEF S RAREWHNS®SILTSESGVYESGESGLAHBIEELW®E?Y

3136 9149 150 a1e0 3110 2180 3190 200 B210 2220 3230 3240
ATTCTAAGRGACGTGRGUARGAARGAGGGAGGAGTARTETATGOCGATGACAC G AGGATGEGATACRAGAR TCACAC T AGARGACC TARAARA TEARGAARTGETARCARROCACHTS
I L R DY &8 K KE G A ¥ ¥ ADDTASG¥DTR RTITILETDTELTEW®S®RETEHKVYTHNA RBMHM

4250 226l 3270 2280 H2490 23040 2310 2320 9330 2340 9150 S3ED
GAAGGAGAACAC AAGRARCTAGCCERGEOCATTTTCARRC TARCGTACCARARACARGETGGE TECGT G T GEAARGRCCARCAC CARGACGEACAGT AR TEARCATCATATOGAGRAGAGRE
EG E R EFX L A EAITIFEKTLTUYQH XY¥YN¥AYOoORPTPFPRGT? VY NDTITILISHEEDHD

3 9384 2380 a0 L P 520 430 540 F4ED 3460 a0 480
CARRGRGG TR TG ARG T TGO C TR T GGACTCARTAC T TTCACCARTA TRAAAGCCCAACTAA TCAGACAGATGEAGAGAGAAGGAGTCTTTARAAGCATTCAGCACC TRATAATC
@ R'GE 69 V& T Y &L WT FI B HNEZZQLI RQODMWMESGES VY P K8 I g B L T I

430 3500 3510 a520 3530 540 550 560 8570 A580 3590 a600
ACAGRAGARATCGL TETGCAARACTGET TAGCARGAGTGEGECECGARAGE T TATCARGAR TRECCATCAGT GRAGA TEAT TG TET TETGAAACC TTTAGA TGACAGGTTCGCARGCGCT
T EE I A ¥ @ " WL AMBRBRVYGSGHREH®SRTILSERBRMMAMTIESSGDDCCY Y KUFPTILIDTDPRPRTFEFAIERA

2610 2620 2630 2640 365D 2660 670 680 G620 4760 2710 4720
TTMACAGCTCTAMATGACATGEEAAAGAT TAGGARAGRCATACRACAATGEGARCCT TCARGREGA T CEAAT GATT GEACACARGT GCCC T TC TG T TCACACCATT TCCATGRAGTTARTC
L1 T A L W DMNSOEGEIZRIET DRTUGQQOUOQ®WEF 3 R & TWHWDWTQVY PFCS HAEFHEDLI

4730 2740 9750 476D amn 4780 Xk EL- WA 810 9820 2430 2840

ATGARACACGE T OO G TAC T TTE T TCCAT G TAGARACC ARGR T AR C T A T TGS CAGAREC CCGAA T C T CCC AR GG AGCAS G TG ETCT T GOGUCAGAC CECC TG TTT GO GEAAL TCT
M K DG R Y L VYV Y P C R NQDETLZIIOGESEHBRAHZBRTIEQGgSE&AG W S L EBEBEETARTCLGER'S
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2850 Saed 4470 2880 F890 2900 2910 2924 4910 2940 4980 960
TACGOCCARATG TEEAGC TTGATCTAC T TCCACAGA L GOGACCTCALRGC TGO GECARA TG TATT TEC T C GG CAGTACCAT CACAT TGGLET TOCARCARG TOGAAC ARCC TGETCCATA
¥ A Qg M W 5 L M ¥ F H R R D L EL A A N M I C & A V¥V P 5§ H WY P T 5 RBRTT W & 1

2970 9980 3950 10000 10010 10020 10030 10040 loQsD 10060 Lo0p 10080
CATGCTAARCATGRAATGEATGACARC GEARGACATGC TGACAGTC T GEARCAGGETGTEEA T TCARGARRACCCATGEATGEARGRCARAACTCCAGTEGAATCATGEGAGGRARTCCCA
i A F H E WM TTETDMTILTVY®WWMNDRYWIQEW®NT PWMMETDIEKTU?PWVES3FWETETIF

10040 10104 10110 10120 10130 10140 10150 10160 10170 10180 10180 10200

TACTTGEGEARAAEAGAAEACCARNT GG TGCEECTEATTERT TEGET TARCAAGCAGEECCACCTGEECARAGARCATCCANGCAGCARTARA TCARG TTAGA TOCC TTATAGGCAATERA
¥ L 6 KR ED §WECOGELI & LTSS B ATWMAMIEWMNTIOGQGA AMATIMNGOGUWYVERESILTIUGIUHNE

>3 =HC
10210 10224 10230 10240 10250 10260 10270 102840 10250 10300 10310 10320
GANTACACRGAT TRCATGOCATOCA T GARAAGA T T CAGRAGAGARGAGGAALARGCAGEAGT TG T U T AGARAGC AR TARC A TCAARCAAGGCT AGAAGTCAGETCLGAT TARGE
E Y T b ¥ Mm F 5 M4 K R F R REREEETEW AT EV L W

10330 10340 L03s0 10360 v 10380 L0350 104040 10410 10420 Lo43n 10440
CATRGTACGAAARRAAC TATGC TACC TG TAAG G TOCARGGAC G T TAARAGAA G TCAGOCCAT CATAAR TROCATAGC T TORI TARAC TATGCAGCC TG TAGC TOCACC TAAGARGT

10450 10464 10470 10480 10450 10500 10510 10520 10530 10540 10550 L0560
TETARRRAATCCGEGAGECCACARRC CATGEARGC T GTACGCATGECETAGTGEAC TAGCGETT AGAGGRGACCCCTCCCTTACARATOGCAGCARCART GEEEGLCCARGGLGAGA TGA

10570 10584 L0580 L0600 10610 10620 L0630 10640 1065:0 10680 10870 LOGHD
AGCTGTALGTCTCGC TGEARGGRCTAGAGGT TAGRGEAGRCCCCOCCGARACARRAMACRGCATATT GACGT TR AR G T AGRGA TOC TG TG TC TOCTCAGCATCAT TCCAGECRCA

10630 10700 10710 10720
GAACGCCAGRARATGEAATEETECTETTGARTCARCAGETTCT

Semilla de virus maestra (MVS) de DENvax-3

En el presente documento se proporcionan la secuencia de nucledtidos del genoma de virus quimérico (SEQ ID NO:
15 en la lista de secuencias) y la secuencia de aminoacidos deducida de la proteina traducida (SEQ ID NO: 9 en la
lista de secuencias). La mayor parte del gen prME (nt-457 a -2373 subrayado) es especifico del virus DEN-3 16562
de tipo salvaje (wt); el resto de la secuencia de nucleétidos es especifica del virusw DEN-2 PDK-53. La proteina E del
virus DEN-3 tiene dos aminoacidos menos que la proteina E de DEN-2. Por lo tanto, la posicién del nt que empieza a
partir de NgoMIV es 6 nt menos que la posicién del nt de DEN-2 PDK-53 original. Se marcaron todas las sustituciones
modificadas mediante ingenieria genética que son diferentes del virus wt (DEN-3 16562 o DEN-2 16681), asi como
las mutaciones extra (cambios del clon de ADNc modificado mediante ingenieria genética).

Sustituciones incluidas en el genoma y la proteina:
Sitios de union
a. Mlul (nt 451-456): mutacion silenciosa modificada mediante ingenieria genética, nt-453 A-a-G

b. NgoMIV (nt 2374-2379): mutaciones modificadas mediante ingenieria genética, nt-2375/2376 TG-a-CC (dio
como resultado un cambio E-480 Val-a-Ala)

Cadena principal del virus D2 PDK-53 (cambio de D2 16681 wt): en negrita

a. regién 5'-no codificante (NCR)-57 (nt-57 C-a-T): locus principal de atenuacién (en color rojo).

b. NS1-53 Gly-a-Asp (nt-2573 G-a-A): locus principal de atenuacién (en color rojo).

c. NS2A-181 Leu-a-Phe (nt-4012 C-a-T)

d. NS3-250 Glu-a-Val (nt-5264 A-a-T): locus principal de atenuacion (en color rojo).

e. nt-5541 (gen NS3) mutacion silenciosa T-a-C.

f. NS4A-75 Gly-a-Ala (nt-6593 G-a-C)

* mutacion silenciosa nt-8565 C-a-T de PDK-53 no modificada mediante ingenieria genética en el virus de vacuna.

Mutacion modificada mediante ingenieria genética en DEN-3 prM-E (cambio de D3 16562 wt)

a. Mutacién silenciosa modificada mediante ingenieria genética nt-552 C-a-T: marcador de clon

b. E-345 His-a-Leu modificada mediante ingenieria genética (nt-1970 A-a-T) para una replicacion eficaz en
cultivos.

Sustituciones adicionales encontradas en semillas de vacuna (0,02% nt diferentes del clon original)
a. Mutacion E-223 Thr-a-Ser (nt-1603 A-a-T, en negrita)

b. Mutacién silenciosa nt-7620 A-a-G (en negrita)
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NCR-51-T, locus de atenuacion de D2 PDK-53 (D2 16681 wt: C)
I

> Region 5-No Codificante > C
1d0 20 30 44 50 L0 Ta BO 20 oo
AGTTETTAGTCTACGTGERCCGACARRGACAGATTCT T TEAGGCAGCTARSCTCARTETAGTTCTARCACT TTTTTART TAGRCAGCACGATCTCTEAT A
¥ N
110 120 130 144 150 Ll 170 180 130 200

ATARC A GERA AR G GAARRACAC G T T T AR T A TG L TEARM GO R GACARACC GO TGTCGAC T ETGCARCRGC TGACARAGAGATTCTCACT
H Q R K ¥ A K N T P F N M L £K R ERMNGEREWVSE2 TV Q QTLTHXBRTF B8 L
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210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
I EGAA TG T A GG GA L GG AT T AR C TG T T A T GE O TG T GG T IO T TUGT T TCC T AR AR T CCAC T AACACCAGGEATAT TGARGAGA
G M L. 6 R 6 F L KL FM ALYV A FLRTFILTETTIUPUPTHASGTITLIER

310 320 330 340 3s0 360 370 380 350 400
TGEEEEAMCAATTARAARATCAMARGCTATTARTGTTTTGAGAGEGT TCAGGRARGAGAT TEGARGEATGCTCARCATCTTGARTAGGAGACGCAGATCTG
W 6§ T I X K 8 XK A I §¥ ¥yY.L R & F R KETIUGEHRMILMNTIILMNMIEDRDRUESEA-A

> prid Inicio de la secuencia de D3 16562
410 420 430 440 450 | 460 470 280 430 500
CAGGCATGATCATTATEC TEGATTCCARCAGTGATGECGT TCCAT TTAACC ACGCGTGAT GEAGAGCCGUECATGAT TG T GECEAAGAATGARAGAG GARA
g M I I M L I P T ¥ M A F H L T T R D G E P R ¥ I vV 5 K N E R G K

|
Sitio de empalme Mlul modificado genéticamente (nt-45%3) mutacion silenciosa A a G}

510 220 530 540 550 560 570 580 590 500
ATCCCTRCTTT T CARGRCAGCC T CTEGAR T AR CA TG TG ACACTCA T AT TATGEATC T GCCAGAGATGTCTGATGACACGETCACTTACRARTGCCCC
5 L L F K T A §8 66 1 N ¥ £ 7T L I a2 M b L @ EMCDDTWVYTTYEKTLCZP

I
Mutacion silenciosa C a T nt como marcador del clon

610 620 630 640 650 =0 670 [3:31] 690 700
CACATTACCGARCTGEAGCOTGARGACA T TEACT G TG TECARCC TTACATCGACATGEETGACT TATCEGAACATGCAATCAAGC TEEAGAGCATAGAC
H I T E VY E P E D I D CWOC MHNILT ST WWVTY¥Y & T CMNOGGBATUGTEHBRRER

> M
719 10 730 740 750 76l 770 180 790 800
GLEATAMGAGAT CAGT GGG T TAGCTCCCCATGT TEG AT GEEACTEEACACALGEACT CARACCTGEA TG TCGECTGMAGGAGCTTGEAGACARG TCER
D KR &8 ¥V A L AP HV G M GIL DTRTOQQTWMS A EG M WERQVWV E

B10 820 B30 B40 B50 BE0 BTO 880 as0 300
GRAGETACAGACA TG CC T TAG A A GG T TTACCATACTAGCCCTAT T T T TCCCCAT TACATASCEACTTCCTTGACCCAGARACTEETTATT
K ¥ E T W allLl kB H P FTI L ALV FTULAMHYIGT S IL T Qg KV VYV I

> E
910 920 430 9440 950 460 970 s80 390 1000
TTTATACTAT TAATGCTGET TACCCOATCCATGRC AR T GAGR TG TETAGGAGTAGGAAACAGAGATTTTGTGEAAGGCCTATCGEEAGCTACGTGEGTTG
F I L L MW L v T P 8 M T'¥M R C ¥V 66 V¥V 6 RD FV EG L S G ATWWVD

1010 1020 1030 1040 1030 1060 1070 10ED 1090 1100
ACGTGETGCTCEAGCACGETGEETETGTGACTACCAT GGCTARGAACARGCCCACGCTGEACATAGAGCTTCAGARGACCGAGGCCACCCARCTEGGCGAC
Yy ¥ L EXA G EC VT TMAUEKWMNUEK PFTILUDLDTIZETLUGIETEWSATSQQULAT

1110 1120 1120 11440 1150 1160 1170 1180 1180 1200
CCTARGGARGCTATCGOAT TEAGGGARRRATTACCARCATARCARCCGACTCARGATETCCOACCCARCEEEAAGCGATTTTACCTCAGGAGCAGEACCRG
L B XL €I E G K I 'TW I 77 7TDpD S8 RGCPTQGEWS®MTITILUEEESGT?DTJQg

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
ARCTACGTGTGTARGCRTACATACGT GGACAGAGGCTEEEEAAACGET TETGETTTGT T TEECANGGEAMGC T TGETEACK TECGCGARATTTCAATGTT
N Y voC K H T Y ¥V D R G W GNGLCGILF G KGEG S L VT CAIEKTFQCL

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
TAGARATCAATAGAGEGAARAAGTGETCCAACATGRGARCCTCAARTACACCGTCATCATCACKRG TGCACACAGEAGACCAACACCAGGTGEGAARTGRARC
E 8 I BE & K V¥V QgHEUNILIEKYT TUW¥ITITW¥UHTOGTDJOH®OQWVGEDNET

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1450 1500
GCACGEACTCACGECTGAGATARCARCCCCAGECAT CARCCECTEAAGCCATTT TACCTCRATATCEAACCOTOGECCTACGRATEC TCACCACGCACAGET
Q ¢ v T A EI TP H A 8 T A EAI L PEY & TLOGLETGEHS P RTG

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1540 1600
TTGGATTTCAATGARATGATSTCATTGACRAT GARGAACRANGCATGGATSETACATAGACAR TGS T TCT TTGACTTACCCCTACCATGEACATCAGEAS

L DFW EMI L TMH¥EXKNIZ RXAMWNMYHZEROCWTEFFDILUPILUPEWTS G A

1610 1620 1630 1540 T 1650 1660° 1670 L1680 16390 1700
CTTCRGCAGARARCACCARC T TEEARC ARG GA AR R CCTTC T TE T GACAT TTARA R A TGCAC AT CCARAR AR CARCARGTAGTTETTCTTCEATCACRACE
8 AR FE T P T W N R K FE L L ¥ T F K N A H A K KE 0 E VvV Vv Vv L & 5 @ E
I
Mutacion Thr a Ser de E-Z33 adicional (D3 16562 wt: nt-1603 A) en semilla maestra v pre-maestra

1710 1720 1730 17440 1750 1760 1770 1780 1790 1800
GEGAGCAATGCATACAGCACTGACAGGAGCTACRGAGATCCAARCC TCAGERGECACAAGTATCTTTGUGEGECACTTAARATGTAGACTCAAGAT GGAC
G A M H T A L T G A T E I Q T 8§ 6 G T &8 I F A G H L K C RUIL EKMNMTD

1610 1820 1830 1840 1850 1880 1870 Le80 1890 1800
ARATTGGAACTCAAGGEGATGAGCTATGCAA TG GC T TEAGTAGC T TT G TG T TGAAGARAGRAGTCTCCGAARCGCAGCATGEGACAATACTCATTAAGG
K L E L XK & H¥ 5 ¥ A M CL S5 58 F VL KK EW¥W S5 ETOQQ®HRGTTIUL I K V
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1910 1820 1830 18340 1850 1960 1870 1880 1950 2000
T GAGT A AARGGEGAAGR T GCACCCTGCARGAT TCCT I TC T CCACGEAGEATGEACARGERARAGC TP AR TGECAGAC TGATCACAGCCARTCCAGT
E Y K& E B A P CZEK I PF S TEDSGOQOGZEH AILUPENTGERTULTITAUNKTEV
I
His a Leu de E-M5-modificado geneticamente (D3 16562 wi: nt-1970-A) para crecimiento eficaz

2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100
GOTERCCARCARACGERECACCCTETCARCAT TCACCC T EAACCTCC T T T T CA AR A CTARCATACTAATTCCAATTCEACACARAGCCCOTERAAAATCARC
vV T £E K EE P ¥ N I E A E P PPFGESHNIWWIGTIOGDE EKSAMLZILIETIH

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 21%0 2200
TEETACAAGARGGEARGC TCGAT TECGAAGATGTTCCAGGCCACTGCCAGAGETGCAMGGCGCATEECCATCT TEEEAGACACAGCCTEGEACTTTGEAT
W Y K K G 8 5 I @ K M FEATAUZERTGAWPREMUGAMTITLGDPTANWDF G S

2210 2220 2230 2240 2230 2280 2270 2280 2290 2300

vV &6 VL W & L G KMV HQTIOUE®EGS EYTAL PGSV S WMDME:I

Fin de la secuencia de D3 16562
2310 2320 2330 2340 2350 2360 23T | 2380 2330 2401
TGEAATACETETCC T T TAACC T AT AGEETTCARCTCARR AR TACTTCTATCTCATTT TCAT GCATCGCEGECEECAT TETEACACTETATTTGEGA
g I & ¥ L L T W I @8 L N 5§58 K N T 58 M 8 # 5 c I A A ¢ I ¥V 7T L ¥ L &

I
Sitio de empalme NgoMIV modificado genéticamente, Yal a Ala de E480 (nt-2375376 TG a CC)

> NSl
2410 2420 2430 2440 2450 2480 2470 2480 2480 2500
GTCATGETGCAGGCCGATAGTGETTECGT TG TEGRGE TEEAAARCARAGAACTGAAATGTEECAGTEEEATTTTCATCACAGACARCGTGORACACATGER
yuw v Qg AD S G EC VYV E WEKEN-KEIL K CG S G I F I T DWFVY HTWT

2510 2520 2530 2540 2550 2580 2570 2580 2590 2600
CRGARACAATACAAGTTCCAACCAGARTCCCCTTCARAACTAGC TICAGCTATCCAGARRAGCCCATGARGACGACATTTGTGGARATCCGOTCAGTAACARG
EQgQ YK F Qg P E S P § KL -AESATIJGgERMSETEZEDTIOCS I BRSENVTHER

|
Locus de atenuacion NS1-53-Asp de D2 PDEK-53 (D2 16681 wt: Gly, nt-2573-G)

2610 2620 2630 2640 2630 2680 2670 2680 2690 2700
ACTHGAGAATCTGATGTGLARACAAATAACACCAGRATTGRATCACATTCTATCAGAAAATGAGGTGARGT TRACTATTATGACAGGAGACATCARRGGA
L EN L MWEKQQTI T PFE I NHILSENIEWEKTILTTIMTGUDTI®EGS

27140 2720 2730 2740 2750 2760 2770 2780 2750 2800
ATCATGCAGGCAGGAARACGATCTCTGCGECCTCAGCCCACTGRGCTGARGTATTCATGEARARCATCEEECARAGCARARATCGCTCTCTACAGAGTCTC
I ¥ g A B K R 8 L KR PQ P TELI RKTYS S8 WETDTWSE KELEMILSITESHR

2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880 2850 2300
ATAACCAGACCTTTCTCATTGATGE0CCCCARACAGCAGAR T GCCCCARCACARATAGACC T TEGAATTCOTTGEARG T TGAAGACTATGECTTTEGAGT
¥ Q T F L I DG P ETOAHAETGCZPHNTUNREAMWDLENGSTILEWEDTYTGEGEFEFGV
2819 2920 2930 2340 2850 2860 2870 2380 2590 3000

ATTCACCACCAATATATGGCTARAAT T GAARGARARACAGGATGTATTCTGLGACTCARAACTCATGTOAGCEGCCATAAARGRCARCAGAGCCGTCCAT
F T T ¥ I WL KL K E K Q PV FCDSEULME-AAKSNMTIZEKUDBPDDNRNEBATH

3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100
GCCGATATGGET TATTEGATAGARAGTGCACTCRATGACACAT GGAAGAT AGAGARAGCCTCTTTCATTGAAGTTARARACTGCCACTGGCCARARTCAC
A D MG ¥ W I ES AL NUDTWZETITEZE EA ASU FTIETYVYIZ EKD®NTCHEW®PIEKTZSH H

3110 3120 3130 3140 3150 3160 3170 3isd 3180 3200
ACACCCTCTGERGCAATGGAGTGUTAGARAGTGAGATCATART TCCAARCGARTCTCGCTGERCCAGTCTCTCARACACARCTATAGACCAGGCTACCATAC
T L WS NGV L ES EMITIUPFPIEKNILAGOGZ EPVSEQQHUEKY R PG Y HT

3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280 3230 3300
ACARATAACAGEACCATGGCATCTAGGTAAGCT TEAGATGERCTTTGATTTCTGTGAT GEARCARCACTGETAGTGACTGAGGACTGCGGRAATAGAGEA
I T & PWHLGEKLEMODYFTUDFLODGETTYV VYV TEDBRBTCU®SGWNWR G

3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380 3380 3400
CCCTCT T T GAGRACAACCAC TGO CTCTGEAARACTCAT A A CAGRA TEETCC TGCCEATCTTGCACAT TACCACCGC TARGATACAGRCETEAGEATGEET
P35 L BT TTMSBS & KL ITENWCCHBRSCC??L P PFL RY RGEDLGEGC

> N3ZA
3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480 3450 3500
GLTGETACGGGATGGARA TCAGACCATTGAAGGAGAARGAAGAGARTTTGETCARC TCCTTGETCACAGC TGEACATGEGUAGGTCGACARCTTTTCALT
W T ¢ M E T RPULEKEUEKEEU®WULUWVYDNSUL¥YTAUG EHOGQ VDWNTFTE®L

3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3580 3600

AGGAGTCTTGGEAATGECATTGTTCCTGGAGGARATGCT TAGGRCCCGRGTAGEARCGRAARCATGCAATACTACTAGTTGCAGTTTCTTTTGTGACATTE
G ¥V L & M AL F L E EMILBRTH RWYETHXKHOATIILILVWYAWWS F V¥V T L
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3810 3620 3630 3640 3650 3g80 3870 3880 36530 37040
Al CACAGGERACA TG CC T T T AGAGACC T GEGARGAGTGAT GG T TATGE TAGGCGUCAC TAT GACGGATGACAT AGGTATGEEUGTGACTTATCTIGIRC
I T G N ¥ &8 F R DL GERV KKV MYGATMSNMTUDODIGHGE ¥ T T L A L

3710 3720 3730 3740 37540 3760 3770 3780 37830 3800
TACTAGCAGCCTTCAAR G T CAGACCAAC T TTTGCAGCTGEACTACTC T TGAGARRGC TEACCTCCARGERATTGATGATCACTACTATACERATTGTACT
L A A F K VR PP T F AAGLILDLREAEIELT S KU ELMMTTTIOGTI:IUWVIL

3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870 3880 3880 3300

T T AGABCACC AT ACCAGRGAC A T T C T TGAG T TGAC TRA TG TTAGCC T TAGGC AT GATEG T TC AN AR TEETGAGARATATGGAARAGTAT
L §$ g &8 T I P ET I L E L T DOAULWSBDLZIG MMMV L E M v B N M E K ¥

3910 3920 3930 3940 3350 3860 2970 3980 3930 4000
AT T GG AL T GAC TA T AT GG T AT C T TG TGO G T O ARAC G AGTGATAT TACAAMACGC AT GRAAAG T GAGTTGCACAATATTGGCAGTGETGTCCG
Q@ L A Y T IT M A I LCY P WAMWYILOQNWAMAMWEDSEBOCTITTITULAMYVTVSEV

4019 4020 4030 40440 4050 4060 4070 4080 4090 41040
TTTCCCCACTGTTCITAACAT CCTCACAGCARAMAACAGAT TGEATACCAT TAGCAT TGACGATCARAAGGTCTCAATCCARCAGCTATTTTTC TAACART
8§ P L L T B BEQ QX TDPDWIPFPL & LTIXKGELUENPTHRTIUZPF:IL TTI

|
N52A-181-Phe especifica de D2 PDK-33 D2 16681 wt: leu, nt-4012-C)

> NB2B
4110 4120 4130 41440 4150 4180 4170 4180 4190 4200
CCT T CARGARCCAGCAAGAARAGCAGC TGECCAT TARA TGAGEC TATCATGGLAG T CEGEATGETCAGCATT TTAGCCAGTTCTCTCCTARARAATGAT
L 5 B T 58 K KR 8 W P LU¥ E A I M AV EG MV S I L A S B L L EN D

4210 4220 4230 4240 4230 4260 4270 4280 4290 4300
ATTCCCATGACAGERCCAT TAGT GGLTEEAGEGCTCCTCACTGTGTGU TACGTGCTCACTGGACGATCGEUCEGATTTGGARCTGGAGAGAGCAGCCGATG
I P M TG PF LV AGGGLLTV LCY VL TG RE ADLEULESR®SEAKDLRTV

4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 43580 4400
TCARATGEEAAGACCAGGCAGAGATA T CAGEARGCAGTCCAATCCTETCAR T ARC AL TAT CAGAAGATGETAGCATGTUCAT ARARRA R TCARGAGEAAGA
K W E P Q A ETI S & 58 8 P I L &8I T I & E DS 8 M & I KNETETEE

4419 4420 4430 4440 4450 4460 4470 4480 4490 4500
ACARACRACTGACCATACTCAT TAGARCAGGATTGCTGGETGATCTCAGGACT TTTTCCTGTATCARATACCARTCACGECAGCAGCATGETACCTGTGEGERAA
g T LTI LI R T & L L ¥WI 8§86 L F P V5 I P IT R A &4 WYX L WE

> NS3
4510 4520 4530 4540 4550 4560 4570 4580 4530 4600

GTGRAGRARCARCGEGCCEGAGTATTGTGEEATGTTCCT TCACCOCCACCCATGGEAARGECTGAACTGGAAGATGGAGCCTATAGAAT TARGCARDANG
v K K 0 R A G ¥V L W DWWV P S5 P P P M G KA ELEODUGOSA Y R I K OQEK G

4510 4620 4630 4640 45650 4660 4670 4680 4650 4700
GGATTCTTGGATAT TCOCAGATCGGAGCCGEAGT TTACARAGAAGGAACAT TCCATACART CTGGCATGTCACACGTGECGCTGTTCTAATGCATARAGG
I L 6 ¥ &8 Q I & A GV ¥ KEGTVFHT M WHYTRGATVILMZBESEG

47140 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 48040
ARAGRGGATTGRACCATCATGGGCGEACETCAAGARAGACCTARTATCATATGEGAGGAGGTTEEAAGTTAGARGGAGARTGGAAGGAAGGAGAAGARGTT
E BRI EPFP S W A PV K EKDILTIZSY¥YGGGEGSGEWUEKTLTETGTEWEKTETGETETV

4810 4820 4830 4840 4830 4860 4870 4880 4830 4300
CACOTATTEGCACTCEAGCCTCEARRR AR TCCARCGAGCCETCOCARACCARACCTCETCTTTTCARAACCAACGCCGCARCARTACGCTCCTGTATCTCTGR
g vV L AL E P G KNP RAYQTUEHK?POGILF KTWNAGTTIOGEANWVTTSE LUD

4910 4520 49340 4340 4350 4960 4870 4380 4950 5000
ACTTTTCTCCTGERACETCAGGATCTCCART TATCOACARRRANCGEAR ARG T TETGEETCT I TATGETAATCETCT TGT TACARGEAGTCEAGCATATET
F § P G T &8 G & P I I P KKGIEKWVVYVY G LY GNGY V TRSGATIYV

5010 5020 5030 50440 5050 5080 5070 5080 5030 5100
GAGTGCTATAGCCCAGACTGAAARARGCATTGARGACARCCCAGAGATCGAAGRTGACATTTTCCGAAAGAGARGACTGACCATCATGGACCTCCACCCA
5 & I AQ TEUEXEKGSETI EDNWNPFEIEDDBDBDIFRKERERILTITIMDULE'TF

51140 5120 5130 5140 5150 5160 5170 5180 51580 5200
GGAGCEEEAMAGACGARGACGATACCT TCCGECCATAGT CAGAGAAGCTAT ARARCEECEET T TCAGARCATTAATCTTGGCCCCCACTAGAGTTGTGERAG
G A & KT K RY¥YL PF AIV REATIUIEKHBRSLEREITLIULAUPTTERNYVYV A A

5210 5220 5230 5249 5250 T 5260 5270 5280 52590 5300
CTCAAR TGEAGEARGCCC T TAGAGGAC T TCCAA TARGAT AL CAGACCOCAGCCAT CAGRG TG TG ACACTCEECGEEACGAT TG TEGACCTAATGTGT A

E M EE AL RGIL P I R Y QTUPATI®RABMMTYHTGHRETIWVDTIL MOCH

I
Locus de atenuacion NS3-Val de D2 PDK-53 (D2 16681: Glu . nt-52T0-A)

53140 5320 5330 5340 5350 5360 5370 5380 53580 5400
TECCACATTTACCATGAGGCTGCTATCACCAGTTAGAGT GCCARACTACAACCTGATTATCATGGACGAAGCCCATTTCACAGACCCAGCARGTATAGCA
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A T F T M EKEL LS PY RY PN Y N L I I MODEUDSR2MBABRTFTDTDIDZPEPAOLRSTIA
5410 5420 5430 5440 5450 5460 5470 5480 5450 5500

ST AGAGGATACATC T AR T CEAG T GG ACA T GG T GAGGUAGL TGGGAT T T T TATGACAGCCACTCCC O GEGAAGLAGAGACCCAT TTUCTCAGAGEA

AR G ¥ T T RV EMGEAMNGI FHMNTATITPPSGE E§RDDPPFPQEW

5510 5520 5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600
ATGCACCAATCATAGATGAAGRARGAGARATCCCTEARCGCTCGTEEAATTCCGEACATGAATGEETCACGEATTTTAMAGGGAAGRCTGTTTRGTTCAT
A P I I D EETERETILIZP®PEH R BSMWHNGSGHEWNVYTDPFEKSGEKTDYMWEV
[
Mutacion silenciosa nt-5541-C de D2 PDK-53 (D2 - 16681: T)

5810 5620 5830 5640 5850 5660 5870 5680 5650 5700
TCCARGTATAARAGCAGEAAATGATATAGCAGC T TECC TEAGGARARA TEEAAAGARAG TEATACARC TCAGTAGEARGACCT TTGAT TCTGAGTATGETC
P 8 I K A G N DTIAATGCLEREHEKNSGU EZEKETUWYIggILSRETFDSE Y ¥

57140 5720 5730 57440 57540 5780 5770 5780 57490 5800
ARGACTAGAACCARTGATTGEGACTTCETGE T TACAACTGACATTTCAGAARTGGGET GUCARTTTCAAGGC TEAGAGGET TATAGACCCCAGACGCTGERA
ETRTHN D WDPFP VYV TTDI S EMTOGADNMV FEKE AMTEU ERVYTIUDUEPEERDRTGLCHM

5810 SBZ0 5830 58440 5850 5880 S87T0 5880 5830 5500
TGARRCCAGTCATACTAACAGATGETGARGAGCGEETGATTCTGECAGERCCTATGCCAGTGACCCACTCTAGTGCAGCACARMGARGRGEGAGAATAGG
E PV I LTD G EEW®RWVIILACGUEPMZ®PWVYTHUS S5 ADROQRUBERIGU RTINS

5910 5820 5830 5540 5850 5860 5870 5380 5350 6000
ARGAAATCCAAMAAR TCAGAATGACCAGTACATATACATGEGEEAACCTCTGEARAATCATGAACACTETECACACTGGARRGAAGCTARARTGCTCCTA
E MW P E N E ¥ b Qg ¥ I ¥ M G E P L E N D EUDOC AU HWSNUEZE A E ML L

6010 6020 6030 60449 a050 6l&d 6070 6O&0 6080 6100
GATAMCAT CAACACGCCAGAAGGAATCATTCCTAGCATGT TCGAACCAGAGCGTGARANGGTGEATGCCAT TGATGECGANTACCGCT TGAGAGGAGANG
DN ITWT PEGITIUPENTFTEFPERTETERKDYDSAKTIDGETTHRTILTRGTE A

6110 6120 6130 6140 6150 BLED 6170 61E0 6150 6200
CARGEARMACCTTTGTAGACTTAR TGAGARGAGGAGACCTACCAGTCTGET TGECCTACAGAGTGECAGCTCARGECATCARCTACGCAGACAGAAGETG
R KT F WV D LMHMARBRGDILUPWWV WNWILA®YRWYAMDBAZEUGTIM2H®NDYATDU BRURERMW

6210 8220 6230 6240 6250 6260 6270 6280 6250 6300
GTETTTTEATGEAGTCARGARCARCCARR TCCTAGRAGAMMC GTGEAAGT TGARAT CTGERCARAAGANGGEGAANGGARGARA T TGAARCCOAGATEG
C F DGV KN W QTITLEEDNTVEY¥YETWTUEUZEOGET ®BREKIEKTLTEK®PRW

> MB4A
6310 6320 5330 B340 6350 6360 6370 B3E0 5380 6400
TTEGATECTAGGATCTATTCTGACCCACTCECGCTARARACGARTTTARGEAATTTGCAGCCEGGAAGARRGTCTCTGACCCTGRACCTAATCACAGAARTGG
L b AR I T B DL PLAILYUEKTEP?PPEKEETFAAGRKSEILTILHNILITIEMNSG

6410 6420 6430 65440 E450 E460 6470 6480 6480 6500
G AT AR T T CATEAC T CACAR GO AR ARG AC TEEACARC T TACC AGT GCTGCACACGECTGAGECAGCTEGARCGEGECTACRARCCATGE
RRL P T F M T g K A RD ML DHKHILAMYILUEAETHARZE® AU GOGEGER®-XNUTY N R A

6510 8520 6530 63440 6550 6560 6570 6580 6590 Be00
TG TEAN T GG GAC O T GEAGACA T T EC T T T TAC TEAC AL T TC TG L TACAG TCAC GEEAGEEATCTTTTIAT TCTTGATGAGCCCANGGEGC
L 8 BELPETILETILILULWILTILILAT®VYTITGOEGITFILTFTILMS MR G

I
NS4-T5-Ala especifica de DZ PDK-33 (D2 16681 wt: Gly, nt-65339-G)

G610 6620 6630 6640 6650 GEE0 6670 GEED 6690 6700
ATRGEEAAGATGACCCTEEEARTGTECTGCATARTCACGECTAGCATCCTCCTATGETACEGCACAAATACAGCCACACTGGATAGCAGCTTCAATARTAC
I &K M T L 6 M CcEB8 I I T”H 'S8 I LL WY AQ I QFHWIO®MAMSTITIL

6710 6720 67320 6740 E7ED BTED 6770 6TED 67520 6800
TEGAGTTTTTTCTCATAG T TT TGCTTAT TCCAGRACC T GARAARCAGAGARCACCCCARGACARCCAACTGACC TACG T TG TCATAGCCATCCTCACAGT
E F ¥F L I ¥L L I P EPEXKOQQRTPOGDP¥QILTIXVYVIATITLTYV

> NB4B
6810 6820 6830 6840 6850 GBED 6870 GBED 6850 6300
GETGEECCECAACCATGECAARCGAGRTEGETTTCCTAGARARALCEAAGAARGATCTCGEAT TEGEARGCATTGCARCCCAGCAACCCGAGAGCAACATC
vV A AANT MY W EMEFLEI KTUETZERXTDILGEGELG S TIATOQORQUPESUHWNI

6310 6920 6330 6340 6350 6360 6370 6380 6350 7000
CTEEACATAGATCTACGETCCTGCATCAGCATGEACEC TR TATGCCETGECCRCAACATT TG TTACACCARTET TGAGACATAGCATTGRARATTCCTCAG
L pI DLERDPASAKWT L ¥ AV ATT EYTEMIL RHSIEHM- NSZSSEVY

T0140 oz q030 Toad To50 Taed Tata Tosn 080 Ti00
TGART G TG T TANCAGC TA T AGC A ARG CACAG TG TTAAT GGG TCTCGGEAAAGGAT GGCCAT TG TCAMGATGGACATCGEAGTTCCCOTTCT
N v 8 L T A I MW Q ATV L MWMGEGILGIEKUSGWUEPETILS ENDTIOGYUPTILIL

7114 7120 7130 7140 7150 T160 T170 7180 7180 7200
CGCCATTGEATGCTAC TCACARG TCARCCCCATAACTCTCACAGCAGC TCT TTTCTTAT TEGTAGCACAT TATGCCATCATAGGGCCAGGACTCCARGCA
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4 I & C ¥ 58 QM R P I T L TAAIULUPFPULULWVAU HBDYSHATITIGUP G L Q A

7210 7220 7230 7240 7250 7280 7270 7280 7280 7300
ARAGCARCCAGRGAAGCTCAGAARAGRGCAGCGECEGECATCATGAMAARACCCAAC TG TCGATGEARTAACAGTGATTGACCTAGATCCARTACCTTATG
K A TREWAOQESRAARABMSCGTIMEWNUPTVYVD GG ITWVIUDPDILD®PTITZFEPTYD

7310 7320 7330 7340 7350 Tied 7370 T380 T390 7400
ATCCARAGTTTGAARAGCACT TGEEACARACTAATGCTCCTAGTCCTCTGCETGACTCARCTAT TGATCGATGAGEACTACATCEECTCTGTETEAGGCTTT
P K FEKJOQOLEOQYMIELILYILCVYTOQYILMNMMBABETTWRS2LTUGCZESAL

T410 T420 7430 T440 T450 T4ED T470 T4ED 7490 7500
AACCTTAGCTACCGEGCCCATCTCCACA T TR T GECARGEARA TCCACGEAGET T TTGEAACACTACCATTGCGE TG TCARTGEC TARCAT TTTTAGRGEE
T L AT & P I 8 T L W E G KN POGHRTPFW®WNTTTIATYSMH-AUMNTITF®R S

> R85
7510 7520 7330 75440 7550 7560 7570 7580 7390 7600
AGTTACTTGGCCGEAGCTEEAC T TCTCT TTTCTATTATGAAGARCACARCCARCACARGRAGGGGARMCTGECARCATAGGAGAGACGCT TEGGAGAGRART
5 YL A G A G L L PF 5§ I M K NTTMNTHRERGTIGMNTIUGETTULTGEUEMW

7610 TE20 TE30 Te40 T&s0 TEED 7670 T&ED T&30 TI00
GEARRAGCCGATTGAACGCGT TECEARAARGTGAATTCCAGATCTACARGARAAGTGEARTCCAGEARGTGCATAGAACCTTAGCARARGAREGCATTAR
K 5 R L W & L & K 5 BE F QI Y EK S &6 I QBENDRIILAAMKEEGE I K

]
Mutzcion silenciosa A a G nt-T260 adicional en semillas maestras y pre-maestras

T710 71720 7730 7740 7750 TT60 T170 1780 77580 TBOD
ARGRGEACAMACGERCCATCACGC TET G TCEOEAGHCTCAGCARARC TEAGATGET TCGT TEAGRGRAAC ATEETCACACCAGARGEGARAGTAGTGEAC
R 6 ETDHU HA AV S RG S AMEILUERWTFV EZRDUNDMNDVTPEGHRKV V D

7810 THED TB30 TB40 7850 7860 7870 7880 TBO90 7800
CTCGGT TG TGGCAGAGGAGGCTGETCATACTAT TGTGEAGGRC TARR AR TGTAAGA ARG TCAAAGGCCTAACARAAGGRGEACCAGGACACGARAGARAT
L & C &6 R & & W 8 ¥ ¥ C 66 L XK NV HREWVEEGLT KGEGGEG P G HEE P

7910 7920 7930 T30 7950 T960 1870 7380 7950 g0o0
CCATCCCCA TG TCAACA TAT SEE TEEAR TCTAG TEC G T T TCAAAG TEEAGT TEACGT T T TC T TCATCCCSCCAGAARRG TG TEACACAT TAT TETGTGA
I P M 8 T7Y G WNILVEILGQSGGEVYDPYFFIPPEZERKTCDTILILO®GCD

&010 apzo 8030 8040 a050 a0e0 BOTO aoan anan g100
CATAGEGEAGTCATCACCRARTCCCACAGTGEAAGCAGEACGARCACTCAGRGTCC TTARC TTAGTAGARAAATTGETTGARCAACARCACTCARTTTTGE
I ¢ E § 8 PN P TV EAGBRTU LW ERUY¥YILDHNUILWVYEDHN®NW®WILMH¥MNDMNTIEWDRGTFEF C

8110 8120 B13D 8140 8150 8180 8170 8180 8190 B200
ATARRGGTTCTCAACCCATATATGCCCTCAGTCATAGARAAMRATCERAGCACTACARAGGARATATOGAGEAGCCTTAGTGAGGAATCCACTCTCACGRA
I K vV L ¥ P ¥ M P 58 VvV I E KM EAILOGQH RIEY S 6 A LWV RN F 1L S5 R HN

B210 B2z0 8230 B240 B2EQ B260 8270 B28D B25%0 Biod
ACTCCACACATGAGA TG TACTEGETAT CCART G T TCCGEEAACATAGTETCATCAGTGRACATGAT TTCARGGATGT TGATCAACAGATTTACAATGAL
5§ T H E M ¥ W ¥V 8 W A &§ G MW I ¥ 5 5 % W M I 5§ R M L I N R F T M R

8310 2320 8330 8340 2350 a31ed 8370 B350 8330 8400
ATACAAGARMGCCACT TACGAGCCGEATGTTGACCTCGGAAGCEGAACCCGTARCAT CGGGATTGARAGTGAGATACCAARCCTAGATATAATTGEGARA
T K K AT Y E PPV PLG S G6GTRNIOGTIEGSETIPBHWLDITIIGTREK

8410 8420 B430 8440 8430 8480 8470 8480 8430 B500
AGARTAGARAARATAAMGCARGAGCATEARRCATCATEGCACTATGACCARGACCACCCATACAARRCGTGGECATACCATGETAGCTATGAAACARRAC
R I E X ¥ K QZFEEHETU GSSEWUHYDOQDSHPY ETWARY HGS Y ETDRQ

8510 B520 B330 B340 BEED B560 8570 BS80 B5S0 EB&0D
AGACTGEATCAGCATCAT CCATGE TCAACGERG I GE T AL TGO T GACAAAACCT TCECACGTCETCCCCATCETGACACAGATGGCAATGACAGRACAC
T ¢ 8 A § &8 M VNGV VELLTEZ®P®WIDVVY PNV TQQMADMNTTODT

2810 8820 8830 8640 8620 #6860 8870 Beal 8690 8100
GRCTCCATTTEOACARACAGCECETTTTTAARGAGARRGTCOACACGRCGRACCCARACAACCEAARCGARCECACCAACARRCTARTCARRATARCACCRERE
T P F G Q RV FKEZ KVYUDTRTQQE®PU KEUSGTU EZETLMHKTITAE

8710 8720 B730 B740 B750 BTED B770 BTED B780 Baoo
TGECTTTCEAARGART TAGGGARGARRARCACACCOAGEATETGCACCACAGARGAATTCACARGARAGGTCGAGARCGCRAATCCAGICTTGEGEGCCATAT
W L W K BE L 6 K K K T P R M C T R E E F T R K V R &8 N A A L &6 A I F

BB1D 8820 BE30 B840 8850 BBe0 8870 Ba&0 B850 B300
TCACTGATGRGAACAARGT GEAAGT O A G TGAGEC TG TTGARGATAGTRGET T T TEEGAGC TEG T TGAC ARGGAARGGAATCTCCATCTTGAAGGARRA
T DE W R WHK&ES A REWAMVWVWEDSRHRVFWETLUYDU EKE ESRWDNILMHILTETGEK

#3140 8320 B30 B340 8350 E8360 370 8380 B8990 E]

GIGETGARACATETGTGTACAACATGATGEGARARAGRGAGARGAAGC TAGEEGAATTCGECAAGGCAAARGGCAGCAGRGCCATATGETACATGTGGCTT
C ETC¥ Y ¥ MM E KR EI EI-KTLUGETPFUGIEKA AUZ ERKUGSGS S HEATIWTY MWL
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9010 S0z0 85030 5040 5050 S0&0 5070 080 090 3100
GERGCACGC T T T AG G T T T ARG O TAGGA T T T TARA TCAAGA T AT T GG T TC T CCAGAGAGRAC TCCC TCAGT GEAGT GEAAGGAGARGEECTEE
& A R ¥ L EF EBEALGU FILNNEDHWU Y SBEHREWMWS LI 86V EGTEGLH

9110 9120 89130 9140 9150 G910 5170 9180 5190 9200
ACARGCTAGGTTACATTCTAAGAGACGTGAGCARGAARGAGGGAGEAGCAATGTATGCCGATEACACCGET TEEEATACAAGARTCACACTAGRAGA
KL & ¥I L RDWV S KKEOGGAMY A DDTAGWDT RTITUDLETD

5210 9220 5230 5240 5250 5260 9270 5280 5290 300
CCTAARARATGARGAMATGETAACARACCACATGCAAGGAGARACACARGAARC TAGCCERAGECCAT T TICARACTAACGTACCARAACAAGETEETEOGT
L KR N E E M VvV T N HMEGEUHEKEKEULAZESBTIFU EKILT?YOQQHNUENWV ¥V R

9310 9320 9330 9340 8350 a3el 8370 9380 83540 8400
GTECAAMGACCARCACCARGRAGGCACAG TARTEEACATCATATCGAGAAGAGACCARAGAGGTAGT GEACAAG TTEECACC TATGGACTCARTACTTTCA
vy g RPTPRGT ¥ MNMUDTITI SSEBRBRD QRGBS EQ VG T Y GG L NTUFEFT

9410 9420 9430 9440 9450 G460 9470 9480 9430 8500
CCAATATGEAAGCCCARCTARTCAGACAGATGEAGEGAGAAGGAGT CTTTARAAGCATTCAGCACC TARCAATCACAGAAGRANT CGCTGTEGCAAAMCTG
M M E A O L I R Qg M EGETGDYF KOEBIQHULTTITUETETIWSABUY®QHNH

8510 9520 8530 540 8550 B560 8570 8580 89590 9600
GTTRGCARGAGTGEGECECEARAGETTATCARGRATGECCATCAGTGERCGATEATTGTGTTETGRARCCTTTRAGATGACAGETTCSCAAGCEGETTTAACA
L A R vV &6 R E R L 8 R M A I 5 6 b b C WV WV K PLLDOUDUBR F A §8 B8 L T

9610 9820 9530 4640 5650 9560 9670 8ga0 8690 8700
GCTCTARATGACATGEEARAGART TAGGARAGACATACARCAR T GEEAACCTTCAAGRAGEATGEARTGATTGEACALARGTECCCTTCTGTTCACACCATT
A L N D MG EKTIRUEDTIOGQSQWED®PSRGWDNDWTITQQ VWV P FCOGSE HETF

9710 9720 9730 8740 -] 9760 9770 8780 8790 S804
TCCATGAGTTARTCATGARAGACGETCECGTACTCETTGITCCATGTAGAARCCARGATGARCTGAT TGECAGAGCCCCARTCTCCCARGEGAGCAGGGETG
H E L I M K D & R VY 1 v v P C R ¥ QDEULIGERAUZRTIZGSGOGQGT®GA ATGH®W

5810 G820 5830 49840 G850 SBE0 4870 98E0 8830 5300

GTCTTTRCGGEAGACGECCTET T T GEGERAGTC T TACGCCCARA TG T GEAGCTTGATGTAC T TCCACAGACGCGACCTCAGECTGECEGGCARATEGETATT
5 L R ET »" C L & K S5 Y A QMNMNWS L MY FHERERREREUDPULRTILAMOBAMDUNAGI

9910 99:0 9530 9940 9950 9960 9870 9980 9990 10000
TECTCEGCAGTACCATCACATTGEGT TCCAACARGTCGARCRACCTGETCCATACATGCTARACATGARTGGATGACARCGGARGACATGCTGACAGTCT
C 8 AV P EHWUVYVY P TS5 RTOTWSES I HAMZEKMHEWMMSNMTTET DHMTLTTWVW

10010 10020 10030 10040 10050 10060 10070 10080 10050 10100
GEARCAGGETETGEAT TCAAGRARACCCATGEATCEAAGACKRARACTCCAGTGEART CATGCEAGEAARTCCCATACTTCEGEAARAGACRACACCAATC
H R ¥ H I ¢ E N P WM E D KT P V¥V E S WEU ETIZPVY L G KE &R ED Q H

10110 10120 10130 10140 10150 10160 10170 10180 101580 10200
GG EC T AT AT T EGE T TAAC AR A GGG CACC T E G CARAGAACATCCARGCAGCARTARA TCARG TTAGATCCCT TATAGGCAATGAAGARTAC
& 5 L I & L T 5 B A T W A K N I @ A A I HN @ V B 5 L I G N E E ¥

> Region ¥-No Codificante
10210 in2z0 10230 10240 10250 10260 10270 10280 10290 10300
ACAGATTACATGCCATCCATGAAAMNGAT TCAGARGAGARGAGGANGAAGCAGGAGT TCTGTEGTAGARAGC AARAC TAACATGAMCARGGC TAGANGTC
T DY MP S5 MERPFRUBRETEETEH® RTGV L W *

10310 10320 10330 10340 10350 10360 10370 10380 10320 10400
AGGETCEGATTARGCCATAGTACGEARAAAACTATGC TACCTGTEAGCCCCETOCARGEACETTARARCGRAGTCAGECCATCATAAATGCCATAGCTTGAG
10410 10420 10430 10440 10450 10460 10470 10480 10450 10500
TARACTATECAGCC TG TAGCTCCACC T GAGAR GG TG TAARARA TCCGEEAGECCACAARC AT ECARCC TG TACGCATGCOCTAGTGGACTAGCGETTAG
10510 10520 10530 10540 10550 10560 10570 10580 10590 10800
AGGAGACCCCTCOCTTACAAATCGCAGTAACRATGEEGEGECCCARGECGAGATGRAGC TETAGTCTCGCTGGRAAGGACTAGAGSTTAGAGGRGACCCCCCC
10610 10620 10630 10640 10650 10660 10670 10660 10690 10700
GAAACARAAARCAGCATATTGACGCTGGEEAARGRCCAGAEATCCTGCTETCTCCTCAGCATCATTCCAGECACACAACGCCAGRAARTEEARATERETECTG
10710
TTERATCAACAGETTCT

Semilla de virus maestra (MVS) de DENVax-4

Secuencia de nucledtidos del genoma de virus quimérico (SEQ ID NO: 16 en la lista de secuencias) y secuencia de
aminoacidos deducida de la proteina traducida (SEQ ID NO: 12 en la lista de secuencias). La mayor parte del gen
prM-E (nt-457 a -2379 subrayado) es especifico del virus DEN-4 1036 de tipo salvaje (wt); el resto de la secuencia de
nucleétidos es especifica del virus DEN-2PDK-53. Se marcaron todas las sustituciones modificadas mediante
ingenieria genética que diferian del virus wt (DEN-3 16562 o DEN-2 16681) asi como las mutaciones extra (cambios
del clon de ADNc modificado mediante ingenieria genética).
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Sustituciones incluidas en el genoma y la proteina:
Sitios de union:

a. Mlul (nt 451-456): mutacién silenciosa modificada mediante ingenieria genética, nt-453 A-a-G
b. NgoMIV (nt 2380-2385): mutaciones modificadas mediante ingenieria genética, nt-2381/2382 TG-a-
CC (dieron como resultado un cambio en E-482 Val-a-Ala)

Cadena principal del virus D2 PDK-53 (cambio de D2 16681 wt)

Regioén 5’no codificante (NCR)-57 (nt-57 C-a-T): Locus principal de atenuacion (en color rojo).
NS1-53 Gly-a-Asp (nt-2579 G-a-A): Locus principal de atenuacion (en color rojo).

NS2A-181 Leu-a-Phe (nt-4018 C-a-T, en negrita)

NS3-250 Glu-a-Val (nt-5270 A-a-T): Locus principal de atenuacién (en color rojo).

nt-5547 (gen NS3) mutacién silenciosa T-a-C (en negrita).

NS4A-75 Gly-a-Ala (nt-6599 G-a-C, en negrita)

~0 Q0T

* mutacion silenciosa nt-8571 C-a-T de PDK-53 no esta modificada mediante ingenieria genética en el virus de
vacuna

Sustituciones modificadas mediante ingenieria genética en el clon de ADNc

a. C-100 Arg-a-Ser modificada mediante ingenieria genética (nt-396 A-a-C): puede mejorar la
replicacion viral en el cultivo

b. Mutacioén silenciosa nt-1401 A-a-G modificada mediante ingenieria genética.

C. E-364 Ala-a-Val modificada mediante ingenieria genética (nt-2027 C-a-T): puede mejorar la
replicacién viral en cultivo

d. E-447 Met-a-Leu modificada mediante ingenieria genética (nt-2275 A-a-C): puede mejorar la

replicacion viral en cultivo.

Sustituciones adicionales encontradas en la semilla de vacuna (0,06% nt diferentes del clon original).

a. Mutacion silenciosa nt-225 (gen C) A-a-T (en negrita)

b. Mutacion NS2A-66 Asp-a-Gly (nt-3674 A-a-G) (en negrita)

C. NS2A-99 Lys-a-mixto Lys/Arg (nt-3773 A-a-mixto A/G, en negrita)
d. Mutacion silenciosa nt-5391 C-a-T (gen NS3) (en negrita)

e. NS4A-21 Ala-a-Val (nt-6437 C-a-T, en negrita)

f. Mutacion silenciosa nt-7026 T-a-miixto C/T (en negrita)

g. Mutacion silenciosa nt-9750 A-a-C (en negrita)
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NCR-5-T, locus de atenuacion de D2 PDK-5T (D2 wt 16681: C)

> Region 5-No Codificante I >C
10 20 ki 40 50 &0 70 BD 80 100
AGT TG T TAGT T ACC T GGACC A AR AGACACAT TOT T TeACECAGC TAAGC TC AR PG TAGT IO TAACAC T TT TT TAAT TACAGAGCAGATC TCTEATGA
M X
110 120 130 140 150 160 110 180 140 200

ATARCCAACGEAAAARGGCGRAMACACGCC T T TOAA TA TG TGARAC G GAGAGAMCCGCETETCEAC TG TECAACAGC TEACRARGAGATTCTCACT
" g R KR F AR KN TP F NMILUEKM®REUZ RMNU RWVGETWVQEQGQILTUESRTF § L

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
TEERAT G TR G EGAC GAGGACC T T TAR AR TET TCAT GO CCT G TGECET TCCTTCG T TTCCTRACRATCOCACCARCAGCAGGGATAT TGAMGRGA
g M L 0 6 R 8 P L R L P M 2L ¥APF L R P LTI PPTHKGTIIULZXK R
I
Mutacion silenciosa A a T nt-£25 adicional en semillas maestras y pre-maestras

310 320 330 340 350 360 3T 380 asg 400

TG GEAR R AT AR AR A T A AR GO AT TAA T C T T T T GAGAGGE T T AGEAARCAGA T TECAACEAT GO T AR CATC TTCARTAGCAGACCECAGCTITE

" &6 T I K K S E A I NV L RGPFUFEUERKETIOG ERHMKTLDHNMNTIILBDERRIE®SBSSA
I

Arg a Ser C-100 modificada geneticamente (nt 396 A a C)

> pzM Inicio de |a secuencia de D4 1036
410 420 430 440 450 | 460 470 480 450 500
CAGGCATGATCAT TATGE TGAT TCCAACAGTGATGECET TCCAT T TAACCACBC G TGATGGCERAACCCCTCATGATAGTCGCAMAACATCARAGEGGEERG
& M I I M L T P TV M A FHLTITRUDSGE®?LMIWVAIEUHTEHRSEHR
|

Sitio de empalme Mlul modificado genéticamente (nt-453 A a G silenciosa)

5140 20 530 240 550 60 570 SE0 550 &00
ACCTCTCT TG TTAAGAC AL AGAGGGEAT CAACAAA T GCACTCTCAT TGCCATGEACT TG TGAM TG TG TGAGGACAL TETCACGTATAANTGOCCT
P L F AT T E & I ¥ K T LI AMMNUDLGEBEEMNMO® CTETUDDTINNT?IYUEKLCE

610 620 630 &40 650 660 670 680 6490 700
TTACTEGTCAATACCEAACC TEARGRCATTGATTGC T GETGCAAT CTCACG T TACCTEEETCATGTATGEGACATECACCCAGAGCGEAGARCGEAGHT
L L vy T EP®ETDIDLCW®WCNILT S TWVMYETCECTOQRESEGERDERETR
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> M
11a Ta0 T30 T40 150 el a 180 o0 800
GAGRGARGCGCTCAGTAGCT TTARCACCACATTCAGGAATGEEATTGEAAA CARGRGC TEAGACATGGATGTCATCGERAAGGEGCTTGGARGCATGCTCA
E K R 8 VA LTUPH S G MGLETH RAETWMGSE S ET GAWTEHLLZLLO

B10 B20 a3n a40 850 ge0 B0 BBD aan 300
GRERETRCAGAGCTEEATACTCRAGARACCCACSAT TCECGC T T TGECRGEAT TTATSGCTTATATCATTECGCARACAGCARATCCAGCEGRACTETCTTE
R ¥ E 8§ W I L BHNUPOGPF ALIULATIGEPFMHABA?®?YMIGOGET LS I g RTWVFE

> E
%10 920 930 940 350 a6l 970 Se0 a0 1000
TG T AATGA TG T GG T CEC L CATCC TACGEAATGC AT GEE TAGCACTAGEARRCAGAGAC TT TETGEARGCAGTC TCAGETEGAGCATEEETES
F ¥ L. M M L ¥ A P 53 ¥ 66 M R C ¥V &V 66 N8 ERDF V¥V E G Y § G G A WV D

10140 1020 1030 1040 1050 1060 1070 LOBD 1050 1100
ATCTGETGCTAGARCATGGAGGATGCGTCACARCCRTEGCCCAGGEARMACCARC CTTGGEATTTTGAACTGACTARGACARCAGCCARGGRAGTGGCTCT
L V'L EH &G CWVTTMAOQOGH XK PTULDPFELTIERKTTAUEKEWVHAETL

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 11ED 1150 1200
GTTAACAACCTATTCCATTGAACCCTCAATATCARACATAACCACGECAACARCATCTCCARCCCARCEAGAGCCTTATCTARARACACCGARACARMGACCAA
L R T ¥ € I E A &5 I 8 ¥ I T TATUROECU®PPTIGQQGEEPF?Y L KZEEGQQTDAJQ

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 12B0 1280 1300
CAGTACAT T TECCGEAGAGATCTEE TAGACACAGGETEEEECARTECE TG TGECTIGT T TECARAAGGAGEAGTTGTGACATGTGCCAAGTTT TCATGTT
@ ¥ I ¢ R R D ¥V VDR G WG N G6C G L F 6 K GGV VT CATEKTFS C s

13140 1320 1330 1340 1350 1380 1370 1380 1330 1400

& K I T&6 WL Vg I EHNILETYTWVWYVYTV HDNGDTHAUWWYGHNDT

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1480 1500
GICCAATCATEEAG T TACAGCCACGATAAC T CCAGE T AL CAT CEE T GEAAC TCARA T TECCGEACTATGCACGAACTARCACTCGAT TG TCAACCCAGS
5 N H 6 Vv T AT I T P R 5 P 5 V EV E L P D Y G E L T L DCE P R
I
Mutacion A a G nt-1401 silenciosa en clon modificado genéticamente

1514 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1500
TCTGGAATTGACTTTARTGAGATGAT TCT GATGAARAT GAAAAAGRAANCATGEC TTGTGCATAAGCAATGGTTT TTGGATCTACCTCTACCATGGACKG
5§ 6 I O F N EMTITLTMUEMMME KX T WILV HIEKOQWWV FTILTUDTILUPTLPWT A

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 16B0 1650 1700
CAGGAGCAGACACATCAGACGTTCACTECAATTACKARGAGAGAATCETGACAT T TARGET TCCTCATGCCARCGAGACAGGATCTGACAGTCCTEGEEATC
S A DT 8 BE V HWNDY KERMSYTF KUV FH-AZLKXKUZEROGQDVTWV L & 8

17140 1720 1730 1740 L1750 17860 1770 iran L1780 1800
TCAGGARGGAGCCATECAT T LT ECCC T e TEEAGCCACAGAAG T GGAC TCCGETGAT GEAAR TCACATGTTTEOAGEGACRTCTCRAGTGCARASTCCET
g E& A M H S ALAGAMTTEWDS G DGEGNUHMF EFAOGHTLIEST CIEKWUVYR

18140 1820 1830 1840 1850 1860 1870 LBED 1890 1900
ATGGAGARAATTGAGAAT CARGGEAATGTCATACACGATGTGTTCAGGARAGTTCTCAAT TEGACRAAGAGAT GECAGAANCACAGCATGGEACAACAG TGS
M ERL R I KGN BBYT NMNLC S 66 K F 5 I DRKEH®WNARETGQHGTTWVYVW

1910 1920 1930 1940 1350 1260 1370 1980 1980 2000
TGARAGTCAAGTATGARGETGCTGEACCTCCGTGTAARGTCOCCATAGAGATARCAGATGTGARCANGEALARAGTEETTGEECETATCATCTCATCCAC
K v K ¥ E & A G A PC KWV PI ETI RDVEKXKEZ-RKVY VY 66 R I I 8§88 T

2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100
o T T T GG TGAGARTACCARCAGTGTARC CARCATAGAG T TAGAACCCOCCT T T GGGEGACAGC TACATAG TGATAGETG T TEGARAC AGTGCATTARCA
FP L A E NT N VY T I ELEPPF GDS I I VIGVGENISALT

|
Ala a Val E-364 modificada genéticamente (nt-2027 C a T) para mejorar el crecimiento viral en cultivo

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 21EB0 2180 2200
CTCCAT TG T TCAGGARAACEGACTICCAT TGECAAGATCT T TEAGTCCACAT ACAGAREGTGCARAACGARTCGCCATTCTACETGARRCAGCTTGGEATT
L H WP REK GGS S5 I G EMUPESTUY R GEAKUBSBRMOSATLILGTETHS-AMWTDLDTF

2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2280 2300
I TGET T CCET TGG T EACTE T T A A T A T TG AR GG T T A ARG T T T T TG ARG TS T TA T AC A A CCC T T T TG EAGGASTCTCATCEATGAT
G 5 ¥y 6L FT S L K AMV HQV FE 5 %YV ¥ TTULFG GGV 5 W M I

|
Mutacion et a Leu E-44T modificada geneticamente (nt-2275 A a C}
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Fin de la secuencia de D4 1036
2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 1 2390 2400
TAGAATCCTARTTGGATTCCTAGTCT TG T GGAT TCOCACGRACTCARGGARCACTTCARTCECTATGACGTGCATAGC TOCCGEOATTGTGACACTGTAT

R I LI 6FfF LVILMNTITGT?TH HSHEKNT TSHKAIMTTCTI AAMGTIWVS®TLY

1
Sitio de empalme NgolllV modificado genéticamente, E-482 Val a Ala (ni-2381/2382 TG a CC)

> HS1
2410 2420 2430 2440 24350 2460 2470 2480 2490 2500
TTGGGAETCATGE T GCAGG A TAG TG T TG T TG I GAGC TGGARARAC ARR AR C T CARA TG TGO AGTGEEATTTTCATCACAGACARCGTGCACA
L &Y ¥ VY g AD &8 6 C VYV VY 3 W ENEKETILXCG S GG I F I TDNUVYHRT

2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600
CATGEACAGAACAATACAAGT TCC A CAGAA T COCC T TOAMAC TAGC T TOAGC TATCCAGAANGCCCAT GAAGAGEACAT T TG TGO TCOGC TCAGT
W T EQY KV FQPES PS5 ELAS ATIOQERMBETETDTITCOGTIT RSV

I
Locus de atenuacion NS1-53-Asp de D2 PDK-53 (D2 16681 wt: Gly, nt-2579-G)

2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2630 2700
ARCAAGACTGGAGRATCTGATGTGRRRACARATARCACCAGRAT TGAATCACATTC TATCAGARAR T GAGG TEARGT TAACTAT TATGACAGRAGACATC
T R L E N L M NN K Qg I TP E LHNMIHJAI LS E®HNEVYEKELTIE®NTGODI

2710 2720 2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800
AAAGGAATCATGCAGGCAGGAARA AT T e TGO GG CCTCAGC AT T OAG T TCARGTATTCATGEARAACATOGGGCAAAGCAARAATECTCTCTACAS
K 6 I M Q A G £E R §8 L R P @ P T E L E Y 8 W KET WG K A EM L 5§ TE

2810 2820 2830 2840 2830 2860 2870 4880 2830 2200
AGTCTCATAACCAGACCTTICTCAT T CAT GO CCOGARACAGCACAR T GCCCCARCACRANTAGAGCTTCOAATTCGTTGCAAGT TEANGACTATEECIT
§$ H WNOQTFULTIDOGDPET ®SAETC?PNTN RAMNDENTSETILTEUVWVETEDYSGTF

2910 2820 2830 2540 2550 2960 2570 2%80 2390 3p00
TGGAGTATTCACCRCCART AT AT GHC T ARAR T TOARAG AR ARRC ARG AT T AT TC TGO ACTCRRRAC T CATET CAGCGOLCATARARGACARCAGRECD
GV F T TNINILEILILEKEU®E®OQ?DPVF CDR S5 FKF LMS AMAMTIEKD EPMNTZERA

019 N2 anan 3040 050 060 3070 ioan 3080 3100
GTCCATGCCGATA T CEET TAT TEGATAGAANG T CCACTCARTGACACATGEAAGATAGAREAARGCCTCT TTCAT TGAAGT TAAAAMCTGCCAC TEROCAN
VH ADMGY W I ESAILUEKEDTWSNEXTIETEKALSTFIEWYUENT CH SBMSPE

3110 3120 3130 3140 3150 3i60 3170 ERE. 1] 31%0 3zon
AATCACACACCCTICTGGAGCARTGGAGTGCTAGRARGTCAGATGATARTTCCARRGAATCTCGC TEGACCAGTGTCTCAACACARCTATAGACCAGGCTA
§ AR T LWEMNGVYLESEMHMNMTIIPMPEWNFWILASGTPVY EQHNTVYHZ RUPIGY

3210 3220 3230 3240 3250 3260 3zmTo 3280 3280 3300
CCATACACARA TAACAGGA R TGO A TC T ARG T ARG T T GRGA TG GA L T T TGA T T T T G T GATGEARC AN AG TCG TAG TEACTGAGGACTSOGGAAAT
HT@I11 TG PWHLGIEKLEMMT©PUPF¥DRDFCDGGTTVVYVYTEDRTCGCGHN

3310 3320 3330 3340 3350 3380 3370 3380 3390 3400
AGAGGACCC T T T TEAG AN AN AL T GO T T GEARAN T CA T AACAG AN TG TG T GCCGATC T TGCACATTACCACCGC TAAGATACAGAGETGAGS
R G P §8 L R T T T A S G K L I TE W OCCCHR S CT L PPILUETYRGTETD

> HS2A
3410 1420 1430 3440 3450 1460 470 1480 3450 3500
ATGGGTGCTGE TACGGGATGCARATCAGACCATTGAAGGAGAAAGAAGAGAATT TG GTCANCTUCT TGS TCACAGCTCGACATGGCCAGGTCGACAACTT
G C H Y G M ETI R PILUEKEIZERKTETEU HILTVWHNSILVVYTAGHGOGUVYVTDHNF

3510 3520 1530 3540 3550 3560 3570 3580 3580 3500
T A TAGGAG T T TGRGGAA T GOCAT TG T T T GOAGGARA T GC TTAGGACCCOAG T AGGAACCARACATOCAATACTACTAGTTOCAGTTICTTITIONE
S L6V L 6 MW AL F LETEMTIEUZRTHBRVYGTXHATILITLLWVAVYSFUVY

3610 3620 3630 3640 3650 I660 3670 3680 3650 JTon

ACATTGATCACAGGGAACA TG T O T T TAGAGACC TGGGAAGAG TGATG T TATCGTAGGCGCCACTATGACGEETCACATAGGTATGEGCCIGACTTATC
T L I TG W K 8 F R DILGRUYVYHNUVY HKVYVY G ATHMKTSDPDIGHMNIGYTUYL

I
NS2A Asp a Gly adicional (mitacion A a G nt-3674) en semillas maestras y pre-maestras

3710 3720 3730 3740 3150 3760 T iTen 3780 3ano
TTGCCCTACTAGCAGCCT T ARG TCAGACCARC TTTIGCAGC TGEACTACTC T TGAGARAGC TGACCTCCAGGGAATTGATGATGACTACTATAGGAAT
AL L A A F K VY R PTFAMAMGILILIL®BRIEZILTS KEKEILMHAXNMNETTIGTI

I
Mutzcion NSZA-93 K a R (mixto) adicional (nt-3773 A a G/A) en semilla masstra

o lgae Jgao Jg40 A850 1] 3] el i} 3880 3850 aso0
TETACTCCTCT CCCAGAGCACCATACCAGRGACCATTCT T SAGT TR TEGATGCGTTAGCCT TAGSCATGATGGTCCTCAAMATEGTCAGARATATGEAA
YLL §8 ¢85 TIUPETTITULEGEITLTODMILMAMTLTUGMHMMHEKTYTLUERNTYRDMNM E
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3310 3820 azan ERE Y 3550 3860 3870 IFE0 1350 4000
ANGTATCAATTGGCAGTGRACTATCATGGCTATCTTGTGCETCCCARACGCAGTGATATTACAAAACGCATGGARAGTGAGTTGCACAATATTGGCAGT GG
EY Q L A VT ILIMAWILOGCY EBENAVYVYILGQNAWWERKY S CTTIILATWY

4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 40EB0 4050 4100
TETCCETTICCCCACTETTCTTAACATCCICACAGCARRAAMACRGATTGEATACCATTAGCAT TCACGATCARRGETCTCAATCCARCAGCTATTTITTICT
5§ ¥vyvs&8 P L ® L T 8§ 8 00 T™DWTIPILAILTTIU-KOGILMHNU®PTHATITFL

|
N52A-181-Phe especifica de D2 PDK-53 (D2 16681 wi: Leu, nt-4018-C)

> N32ZB
41140 4120 4130 a140 4150 4160 4170 4180 4180 1200
AR AR TC T C ARG AR CAGC A G ARG GAGC TG U CAT TARA T GAGGC TATCAT GECAGTCGEGATGE TEAGCAT T TTAGCCAGTTC TCTCCTARAR
T T L 8 R T 8 K KR WP ILNEAXKTIMNMANYVYOGMUWVS IIL AZSSULL K

4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 4300
AATGATATTCCCATGACAGGACCAT TAGTGECTEEAGEGC TCCTCACTETGTGCTACGTGCTCACTGEACGATCEGECCEAT TTGEAAC TGEAGAGAGCAG
N DI PMTOGPL WV AGEGGEL LTWVCOCY VL TGRS ADILUETLTEURALA

43140 4320 4330 5340 4350 4360 4370 4380 4350 4400
COGATETCARA T GECARGACCAGECACACGATATCAGGARCCACTCCARTCCTETCARTAACARTATCAGARCGATGETAGCATETCCATAARARATEARAGA
bpv KW E D Q A E I B G 5 8 P I L S I T I 8B EDGSEMSEBSTIHK'NEE

44140 4420 4430 4440 4450 414860 1470 4480 4480 4500

GGAAGARCAARCACTGRACCATACTCATTAGAACAGGATTGCTGETGATC TCAGGACTT T T TCC TG TATCAR TACCAATCACGECAGCAGCATEETACCTG
E E Q@ 7T LTI LIRTGEGL LY I S GLF PPY S5 I P ITAHRAMAaWTIETL

> N83
4510 4520 4330 &340 4550 4560 4570 4580 4590 4600
TGEGARGTGAAGARACAACGEGCCGGAGTATTGTGECATGT TCCTTCACCCCCACCCATCEEARAGGC TEARCTGEARGATGEAGCCTATAGARATTAAGT
W E ¥ K K Qg R A GV L WDV P S P F P M 6 KA E L E D GRY RTIEKOQ

d&8140 4820 4630 4640 4650 660 4670 4680 4600 4700
ARAAAGGEAT TCTTGERTATTCCCAGATCEEAGCCEEAGT T TAC ARG AAGGARCAT TCCATACAR TETGECATETCACACG TGECGITETTCTAATECA
E & I L g ¥ 5 g I &6 A G ¥V ¥ K E G TV F HB T M W HYV T EBREG MOV L M 0

47140 4720 4730 740 4750 4760 47740 4780 4780 4800
TAAMGEAARGAGEAT TGAMNCCATCATGEECGEACGTCARGAMAGACCTAATAT CATATGEAGEAGECTGEAAGT TAGANGGAGAA T GEAAGGANGGAGAR
EF G KR I E P § WAUDYVY EHKI KT DPIULTIS?YTEGE G & W ELETGEW®WEEGE

4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4380 4850 4300

GARGTCCAGETATTGECACTECAGCCTEGARARRATCCAAGAGCCETCCARACGARACCTGETCTITTTCARRACCAACGCCEEGAACARTAGETGETETAT
Evg VvV L A LEPOGIE KNV FZRAVYQTZXFPFEL F KT NAGTTIUGAWVS

43140 4920 4930 4540 4950 4360 4370 4980 4950 5000
O TGEAC T T T T T GGAR G T AGGAT LT AR T TA T CGAC ARA AN A G CAR ARG T TG TG T T T TAT GETAATGETETTET TACAAGCGAGTEGEAGE
L b F 38 PG T S$ G S5 P I I DEKEKOGEUVYVY S LY G NGV Y TRSE B A

a0140 D20 a030 agan a050 ab6l a070 080 080 3100
ATATGTGAGTGCTATAGCCCAGACTGARARAAGCATTBAAGACRACCCAGAGATCGRAGATGACAT T TTCCGAMGAGAAGACTGACCATCATGEACCTC
T V'8 A I A QT EEKE I E PN PEI EDDTIFREDRDBRILTEITIMNDL

51140 5120 5130 5140 5150 5160 5170 51B0 5150 5200
CRCCCAGGAGCOEEARRGACCARGAGATACCTTCCEGCCATAGTCAGAGARGCTATARRACGEEETTTEAGARCATTARTCTTGECCCCCRCTAGRGTTS
H P & A G K THXZ R¥ L PAIOVEREZEDH SADLTIIKZERGSEILARTULIULSMSAZDETHRWYWYLYN

5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280 5280 5300

TEGCAGCTGAA TGGAGGAAGCCCT TAGAGGEACT TCCARTARAGATACCAGACCOCAGECATCAGAGC T GTGCACACCGGECGEEAGAT TG T GEACCTAAT
A A E M E E K L R GG L P I R TIT OQTPATILIURAY HTGHRETINTYDUDTILHK
|

Locus de atenuacion NS3-23-Val de DZ PDEK-53 (D2 16681: Glu, nt-5270-A)

5310 5320 5330 5340 5350 5360 5370 53E0 5380 5400
GTGTCATGCCACATTTACCATGAGGCTECTATCACCAGTTAGAGT GCCAARCTACARACCTGAT TATCATGEACGAAGCCCATTTCACRGATCCAGCARGT
CHATFTMUBRILILSESEPVRYPEHNIYHNLIIMDEW®SABI HBZEPETDUEPAS

|
Mutacion silenciosaCa T nt-5381 adicional en semillas maestras y pre-maestras
5410 5420 5430 5440 5450 5460 5470 5480 5480 5500
ATAGCAGCTAGAGGATACATCTCARCTCGAGTEGAGATGEETEAGECAGCTEEGATTTT TATGACAGCCAC TCOCCCEEGARGCAGAGACCCATTTODTC
I A A R G Y I &8 TBRVY E MG E NN AGTITTFMHTHARTDPERPU?PGEERTDPTEFPQ
5510 5520 5530 5540 5550 5560 5570 5580 5580 5600

AGAGCRATGCACCAATCATAGATGALGAARGAGAARTCCCTGARCECTCGTGERATTCCGEACATGAATGECTCACGGATTTTARAGGGARGACTGTTTG
5 N aAa p I I DEERETIU®PRPZEBEDRSEWNSG HEW®WYTDUF FEXEGI EKTTVWVTW
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i
Mutacion silenciosa especifica de D2 PDK-53  nt-5547-C (D2 16681: T)
5610 5620 5630 5640 5650 5660 5570 SE80 5690 5700
GTTCGTTCCAAGTATAMMAGCAGGARMATGATATAGCASC TTECCTEAGGAAAM TEGAAAGAANG TGATACANC TCAGTAGGARGACCTTTGATTCTGAG
F ¥ P S T X A G ¥ DIAATL CTLU EEMNOGTETEWVYTIOQgQT LSS RKTTF EFDSE

5710 5720 5730 5740 5750 5760 5770 5780 5780 5800
TR T CAAGAC TAGAA AR T GA T TG GAC T T CC T GG I TACAAC TOACAT T TCAGARAT GO TOCCAR T TTCARGOC TEAGAGGGTTATAGRCCOCAGAT
Y ¥E TRTHERWYDLF Y VY TTDTI S EMOGANDPFPKAMMERYTIODIPRHRBR

5810 5820 5830 5840 5850 5880 SETO 5880 5850 5300
GCTOCATGAMACCAGT CATAC T AMCAGAT GO TGAAGAGCGELTGATTCTGGUAGGACCTATGCCAGSTOACCCACTCTAGTGCAGTATAMGANGAGGGAG
C M XK PV I L TDGEZEH®SRWVYIUL-AMZEG?®PHMMP VY TH S &8 AMA Qg RBEAEGHR

3910 5820 5930 5940 5850 5960 5870 5380 5990 6000
ANTAGGAAGAMATCCAAMM AT GAGAATGACCAGT ACATATACA TG GEEEAMCC TCTEEAMAATCATGAAGAC TETGCACAC TGGAMAGANGC TAMNATG
I R ¥ P K ¥ ENDPDQY I Y WG EVPILTET®NDETDUGCAHRWWETEH SMTEHM

6010 6020 6030 6040 6050 6060 6070 G080 6030 6100
CTCCTAGATARCATCAACACGCCAGANGGAATCAT TCCTAGCATGT TOGARCCACAGOGTGARARGETREATGCCATTEATEECGAATACCGLTTGAGAS
L L DN IXTOP®PESGTITOU®PSMPFPEUPTEREIEKWYDAMAMTIDGED?YHRLTERGE

6110 6120 6130 6140 6150 6160 6170 6180 €190 6200
GRAGAAGCAAGGAAAAC CTT TG TAGACT TAATCACAAGAGEAGACCTACCAGTCTGETTEECCTACAGAGTGECAGCTGAAGGCATCAACTACGCAGACASG
EARKTPFVYDLHMRAMGDILPV ¥ LAY RV AAEG GTIUNDYMNLDR

6210 BRA0 6230 6240 6250 6260 6270 6280 G290 6300
MAGGTGETGTTTTGAT GEAG TCAAGAACAACCARA TCC TAGAAGAAAAC G TCEAG T TRARA T C TEGACAAMAGAAGGEEMMAGSAAGMAATTGARMECC
R WCVF DGV KW NFFQTITILETEWNDYEUY¥YETWTUEKETEOGSTEHRIEKDEXKTLEFP

> NB4R
6310 6320 6330 6340 6350 6360 6370 6380 €390 400
A AT T TO AT L T A CCA T T A T T T GAC LA C T GG O TAMAA C AR T T TAA AR TT T CACCCCEAACARACTCTCTEACCCTGARCCTAATCACARS
R W L P ARTI Y S D PLALUETETPFETET?P M HMAMAMGGDHRDSYXSTILTILNXNILTITE

6410 B420 8430 G440 6450 6460 6470 480 6490 6500
ARARTGEET A T CCCAA LTI CATGAC T CAGAR GG TARAGAGACGCACTGEACARC T TAGCAG TGO TECACAC GECTEAGGCAGE T GEAAGGGCE TACAN
M @ R L PTFMNTAOGQZEXK®YHRTDAMTILTEPDN¥NILAYLAHAHTAMEMRMNMSG GHRDAMIYHN

I
Mutacion Ala a Val NS4A-21 [nt-6437 C a T) adicional en semillas maestras y pre-maestras

6510 6520 6530 6540 6550 6560 6570 6580 6590 6600
CCATGCTCTCAGTGAACTGCCEEAGRCCCTCEAGACATTGCT T TTACTCACRC T TCTGOCTACAGTCACGECAGSEATCTTTITATTCTTCATGAGCECA
H AL S ELPETLETLLLLTLLATWVYTGGIFLEYFLMNSGESEA

|
NS4A.75-Ala especifica de D2 PDK.53 (D2 16681 wt: Gly, nt-6539.G)

6610 6620 6630 6640 6650 6660 6670 [13:11] 6690 6700
AGGGECATAGGGARGA TGACCCTGEGART G TG TG A TAR TCAC GG CTAGCA TCCTCCTATGE TACGCACARATACAGCCACACTGEATAGCAGCTTOA
R & I G X M TILOG HROCOECTITITMNMSZSTII LILWYWYMHAOQTIOW®3®MWNWTIMMZMDSTI

6710 6720 6730 6740 6750 6760 6770 6760 6790 GAOO
TAATACTGGAGTTTITTCTCATAGT T TIGC T TATTCCAGAACC TGARMAACAGAGAACACCCCANGRCAACCARC TGACCTACGT IGTCATNGCCATCCT
I LEF FLIVVYVILILIUPEWPEIKOCRTDPAQODDZNGSQILTIYVYVYIATIIL

> N84B
6Bl0 6820 6830 GE40 EB50 GEE0 6E70 6380 6890 5900
CACAGTGET G CECAACCATGECARACCACATCEGT TTCCTACAMAARACCAMCARAGATCTCGGATTGEGARAGCAT TGCAACCCAGCARCOCGREAGT
T ¥V VvV K AT M ANUEMNMGF L EET K- KKDILGULIG S I ATOQODPES

6910 6920 6230 6340 6350 E60 6370 6380 6390 7000
A AT O TGEACA TAGA T TAC G TCC TRCA TCA GO T SGA DG TG TA T e C G T GG CACAACA T TTGT TACACCARTG TTGAGACATAGCATTGARAATT
¥ I L DI DLERUPASAMWNTILDYAMYATTUPFPVTUPMILRIEBESTEMN NS

7010 TO020 TO30 TO40 T050 TO6D TO0T0 TOBO 7090 T100
CCTCAGTGA TG T G T CCCTAACAGCCA TAGC AN CARGCCACA G T G T T AR T GGG T CTCCGEARRGGATSECCATTGTCARAGATEGACATCGGAGTTOL
5 ¥ N ¥V 8 L TATIAMNGATAWVILMGETLSGIXSGHSNNTPILSEXMMODTIGUVTEP

|
Mutacion silenciosa T a C/T mixto nt-7026 adicional en semillas maestras y pre-maestras

Ti10 7120 7130 T140 7150 1160 7170 7180 7150 7200
CCTTCTCGCCATTGGA TGO TAC TCACARG T CAACCCCATAAC T CTCACAGCAGC TCTTITCTTAT TGGTAGCACATTATGCCATCATAGGGCCAGGRCTC
L LA G C Y S QYW PF I T LT AMAMETFTULZEZVYHAUHETSMIETILISG GTPOGEHI.L

7210 7220 1230 1240 7250 1260 1270 1280 1290 7300

CAAGCRRARCTRAR R A ARG T A G AARR R G A AT AT GARA AR AR CTCTCCAT GO AR TAACACTCATTCACCTACATOCAATAL
O A K ATREAR MO OTZKTERAMLAALGTIMNETSN E®TVDGTITVIODILODEP®TIFE
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73140 T30 7330 7340 7350 7360 7370 1380 T390 7400
CTTATGATCCARAGTT TGAARAAGC AGT TGEGACAAG TAATGC TCCTAG T CC T TGUGTGAC TCAAGTAT TGATGATGAGGAC TACATGGGCTCTGTGTGA
Yy D P EF FEKQILGAQWVMILILVILCWVTOOQVILMMBETTWATLC E

7410 T420 7430 7440 7450 T460 7470 T480 7480 7500
GECTTTAACCTTAGCTACCGEGECCCATCTCCACAT TETGEGAAGGRAATCCAGGEAGETTTTGGARCACTACCATTGCEGETGTCARATGGCTARCATTTTT
A L T L AT G P I 5 TULWETGWMNUFPFGRERTFWWMNTTTIW AWV SESEMMbBMEINTITF

> WSS
7510 TS520 7530 7540 7550 7560 7570 15B0 7580 T&00
AGAGGEEAGTTAL T T e GGEAGC T GEAC T T T TT T T TAT TATGRAGAACACRACCARC A ARGAR GGG AR TEGECAACATAGGAGRAGRCECTTGEAG
E G &8 ¥ L A G A & L L F 8 I M K N T T N T R R G T G W I & E T L G E

Tell Tel 7830 Ta40 Tes0 Teal 7870 1880 7690 7700
AGARATGEAARMGCOGAT TGAACGCAT TGEGAARARGTGAATTCCAGAT CTACRAGAARAAGTGGART CCAGGRAGTGEGATAGRACCTTAGCARAAGAAGS
K W K § R L NA LG K S EVFQQTITY KU EKSGIOGQEU VDR RTIULW AIEKTE G

7710 TTZ0 7730 7740 7730 7760 7770 T7ED 7780 7800
CATTAARAGAGGAGAAACCEACCATCACGCTGTGTCECGAGGCTCAGCARARCTCAGATGETTCGTTGRGAGRARCATGETCACACCAGARGEGAAAGTA
I K R G ETDHHAVWVUSEUG S A KILUERWMWU FUWVEU RWMNMMWVTUPETGUEV

7810 TB20 7830 T840 7850 7860 7870 T3EOD 7850 7900
GTGGACCTCGET TG TG AGACGAGECTGGTCATACTAT TG TCGAGCGAC TARAGAA TG TARGAGAAGTCAAAGGCCTARCAR ARG GAGGACCAGGACACS
¥ DL & C 6 R G G W S Y ¥ CG 6 L KNVREWYESGILTESGGSG P G HE

79140 7920 7930 7940 7950 7960 7970 1980 73490 8OO0
ARG CCA T SO CATG TCAAC AT ATGEE TG AR T L TAG TG G TC T TOAAAG T GGAG T TGACGTTITC T TCATCCCGLCAGARAAGTGTGRCACATTATT
E P I P M 5T Y G WDNILWVERILQSGE VDV F FIPVPFPEZEKETGCTDTTLL

BO10O BO20 BO30 BO4D BOSD BOGD BOTO BOBOD BOSO B100
T ETEAC AT AGCECACTCAT CACCARA TCCCACAG TEERAGCAGGACERAC A T CACAGTCC T TARC TTAGTACAARATTGETTERACAACARCACTCAR
c npIlI 6 E S5 S5 P NPTV EAMLOGRTULERWYVLNILUVEWNWILDHNNMNT Q

8110 8120 B130 B140 B150 8160 B170 BlE0 8180 8200
TTTTGoATAMGE T TC T o AR CCCATATATGCCC TCAGTCATAGAAAMAA TEEAMGCAC TACAARGGARA TATGGAGGAGCCTTASTGAGGAATCCACTCT
F CI KV L " P Y M P 5 V I EKMEATLAGSQRZETYGGAMTIELUWVEWNUPTIL 5

8210 B220 BZ30 8240 8250 8260 8270 BZED B290 8300
CACGARACTCCACACATGAGA TG TACTGGGTATCCRATGC TTCCGEGARCATAGTGTCATCAGTGARCATGATTTCARGGATGTTGATCARCAGATTTAC
R N 8 T H EM Y WV 5 NA S G K I VS5 5 VN MIOS REMILTIUNKTEREFT

B310 B3Z20 B330 B340 B350 B360 B3T0 B3ED B350 B400
ARTGAGATACARGAAAGCCACTTACGAGCCGGATGTTGACCTCGERAGCGEAACCCGTARCATCGEGAT TEARAGTGAGATACCARRCCTAGATATAATT
¥ R ¥ K K A T Y E P DV D LGS & T RWNTIUGTITESETIU®PNHNILTUDTII

8410 B4Z0 B430 B440 B450 B460 B4T70 BAED B450 BE00
GEEARAAAGRATAGAARARAATARAGCAAGAGCATGARACATCATGGUACTATGACCAAGACCACCCATACARARCGTGEECATACCATGGTAGL TAT GARA
& K R I E K I K @Q E H E T 8 W H Y D @ OD H P ¥ K T W AR Y HG 5 Y E T

8510 8520 8530 8340 8550 8560 8570 BEED 8590 8500
CAARACAGRACTGGEATCAGCATCATCCATGE T CARC GEAGTGGTCAGGC TG TERCAARACCTTEGEACGTCGTCCCCATGETGACACAGATGECARTGAC
E Q T 6 58 A 8 8 M VNG WV WV ARTILLTEXKPWDVV P MV T Qo MAMT

B&10 BEZ0 B&30 BE40 BE50 B&60 B&TO BEED BEB0 BTO00
AGACACGACTCCATTTGGACARCAGCGCETTTTTARAGRGARAGTGEACACCGAGARCCCARGARCCGARARGARGECACCGARGARACTARTGARARTAACA
T TP F G Q Q RV F KEUEKWVYTDTUERTOGQEZPUHKETGEGETUHKHKILMMIETIT

8710 8720 B730 B740 BTE0 B760 BIT0 BTED BT90 Ba00
GCAGAGTGECTTTGGAARGAAT TAGGEGAAGRMAMGACACCCAGGRTGTGCACCAGAGAAGRA T TCACAAGARAGGTGAGRAGCAATGCAGCCTTGGEEGE
A E WL WK E L G K K KT PRMTCGCT BRET ETFTURHKVR S N ALMAMMTILG A

BE10 BBZO BE30 Ba40 BES0 BB6&0 BBTO BEEO Baso B300
CCATATTCACTGATCGAGARCARGTGEARAGTCEECACETGAGEC TGT TEAAGATAGTAGGTTTTGEEAGCTEET TEACARGEARAGGAATCTCCATCTTGA
I F T b E N K WK S5 A REAUVETDS RVFWETULUVUDUEKTEU RUNTILUHTIL E

8310 B9Z20 B930 B340 B350 B360 B370 B3ED B350 000
AGGAARGTETGAARCATGTGTETACAACATGATGEEARAAAGAGAGAAGARGC TAGGEEARTTCGECARGECARARGECAGCAGAGCCATATGGTACATS
G K ¢ ET C WV ¥ N MMM G KR E K KL GEVFOG K AIE KG S REATIWY M

9010 020 9030 9040 9050 90860 070 9080 9090 100
TGGECTTEERGEACGCT T TTAGAGT TTGARGCCCTAGEAT TCT TARATGAAGATCACTGGT TCTOCAGRGAGRAC T CCCTGAGTGEAGTGEAAGGEAGANG
W L. AR F L EF EAMTILGVFLNUETDHWT F S5 REWNISSTILS S GV ETGE G

91140 9120 3130 9140 8150 9160 8170 3180 3190 3200
GGECTECACAAGCTAGETTACATTCTAAGRAGACGTGAGCARAGAANGAGEGAGGAGCAATGTATGCCEATGACACCECAGGAT GEEATACAAGAATCACACT
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L HEKLGDYIULHRDY S EK2XUEEGGAL MY ALIKDODTATCGWDTHRTITL

92140 8220 9230 9240 8250 260 8270 32680 2280 2300
AGARGACCTAAMAMATGAAGAAATGGTAACAAACCAC AT GEAAGGAGARCACARGAAAC TAGCCGAGGLCATTTTCAARCTARCGTACCARANCARGGTG
E D L KN E E MY TWNHMETGEUHUEKXKILAZEWSATIUFIETLTYQWNEV

5310 5320 3330 3340 3350 B30 8370 33E0 3350 3400
GIGCCICTECAMAGACCARCACCARGAGGCACAGTAATGEACATCATATCGAGAAGAGACCAALCAGETAGTCCACAAGTTGECACCTATGEACTCAATA
¥ RE V.o R ET FORE.TVMDDIISARAEREDR2QR®GSEO4GV T Y E L W T

9410 9420 9430 9440 9450 9460 8470 9480 a4ap 9500
CTTTCACCARTATGGANGCOCARCTARTCABACAGATEGAGGEAGAAGGAGTCT TTARAAGCAT TCAGCACCTAACARTCACAGARGARATCGCTGTGEA
F % ¥ M B A O L I R g M B 6 E & ¥V F K ST QB8 LTI EETATWQ

45140 4520 9530 9340 4550 8560 5570 4580 EEEL 600
AAACTEGTTAGC AR GAGTGEEGCGCEAMAGE T TAT CAAGAA TG CCATCAGTSEAGATGA T TG TG T TG T GARAC C TTTAGATGACAGE TTCGCARGOGCT
N W L ARV GHRERTILS REMAMI §FFG6DDCVYVY K PLDPDRTUEARBAGEG A

86140 9620 9630 9640 9650 LA 3670 2680 36590 700
TTARCAGCTCTAARTGACATGEGAARCGATTAGGRAAGACATACRACAATGECARCCTTCARGAGGATGEAATGAT TGEACACAAGTGCCCTTCTGTTCAC
L T AL K DMMOG K IRUEKDTIOQOWEUPSRGWUHNUDPWTOQWVYEPTFOCLCTS S B

8710 8720 8730 8740 8750 8760 8770 9780 8780 sa00
AL AT T T AT GAG T AR T A T A AR A T GG TAC T CET TG T TCCC TG TACAAACCAAGATEARACTGAT TEECAGAGCCCGAATCTCCCAAGRAGT
R #H E L I M ¥ D & RV L VY ¥ F CRWNPQDEILI GGESARIGSZQEgGhA

|
Mutacion silencioza A a C nt-9750 adicional en semillas maestras y pre-maestras

98140 S820 830 98410 4850 g6l 9870 880 890 2900
AGEETEETCTTTGCGEGAGACGECCTGTTTGEEGARAG TCTTACGCCCARA TG TGGRAGC T TGATGTACTTCCACAGACGCERACCTCAGECTGECGECARAT
G &8 L RETOAOCECLG K S5 Y A QMW 5L Y FHREBEDILPERETLAWBALN

9910 9920 9930 9940 9950 9960 9970 33B0 9350 10000
GCTAT T TGCTCEECAGTACCATCACAT TCEET TCCAACAAGTCGARCARCCTGETCCATACATGC TARACATGAA TGEATGACARCGEARGACATGCTIGA
A I C 58 AY F 38 HWV PFTSHRTTT WS I HAUERKHEWMTETTET DM LT

100140 10020 10030 10040 10050 10060 10074 10080 10080 10100
CAGTCTGERACANGECTGTGEAT TCARGAMAC CCATGEATGEARGACAMAACTCCAGTGEAATCATGEEAGGAAMTCCCATACTTGGEGARARGAGAAGA
VA W RV WIOGQEDM®WF®WHMETDTETZ?PWESWETETIUFPFYILGEGTERED

10110 10120 10130 10140 10150 10160 10170 101E0 10150 10200
CCRATEGTECEGCTCATTGATT GGG TTAACAAGCACGECCACCTGEECARAGARCATCCARGCRGCAATARATCARGTTAGATCCCTTATAGGCARTGRA
P w e s L I & LT 8 RAETWAIUEKNTIOGGHR A ATIDNOYRISELTIITGHUENE

> Region 3-No Codificante
10210 10220 10230 10240 10250 10260 10270 10280 10280 10300
GAATACACACATTACATGCCATCCATCARAAGAT TCAGAAGAGRAGAGGAAGARGCAGGAGT TCTGT GG TAGARACCARRACTAACATGAAACRAGGCTA
E * T D YM P S M EKERTFRREETETEHA MRSV L W *

10310 10320 10330 10340 10350 10360 10370 10380 10390 10400
GAAGTCAGETCGGRTTAAGCCATAGTACGEAARRAACTATGCTACCTGT GRAGECCOGTCCARGGACGTTAARAGAAGTCAGGCCATCATARATGCCATAG

10410 10420 10430 10440 10450 10460 10470 10460 10480 10500
CITGAGTARACTATGCAGCC TG TAGCTCCACCTGAGARGETCTAARRAATCCEEGAGECCACARACCATGEARGCTEGTACGCATGGCETAGTGGACTAGT

10510 10520 10530 10340 10550 10560 10570 10580 10550 10600
GETTAGAGEAGACCCCTCCC I TACARATCECAGCARCAATGEEEECOCAAGCCEAGATGARAGCTGTAGTCTCECTGEARGEACTAGAGGT TAGAGEGAGAC
10610 10620 10630 10640 10650 10ga0 10870 10&E0 10690 10700

Lo GARACAMRARACAGCAT AT TGACGC TG GGAANGACCAGAGATCC TG TG TCTCCTCAGCATCAT TCCAGGCACAGAAC GCCAGARARTGGAATG

10710 10720
GTGCTGTTEAATCAACAGGTTCT
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de polinucledétido que codifica una molécula de polipéptido de la cepa PDK-53-V del virus del dengue-
2 vivo, atenuado, modificado, en donde la molécula de polinucleétido comprende:

una mutacion de adenina a guanina en la posicién 592 que codifica un acido glutdmico en lugar de una lisina en
la molécula de polipéptido en la posicion de aminoacido 166 correspondiente a prM-52; y

una mutacion de adenina a guanina en la posicién 8803 que codifica una valina en lugar de una isoleucina en la
molécula de polipéptido en la posicion de aminoacido 2903 correspondiente a NS5-412.

2. La molécula de polinucleétido segun la reivindicacién 1, que comprende el polinucleétido representado por SEQ ID
NO: 14.

3. La molécula de polinucleétido segun la reivindicacion 1 o 2, que codifica una molécula de polipéptido de la cepa
PDK-53-V del virus del dengue-2 viva, atenuado, modificado, en donde la molécula de polipéptido esta representada
por SEQ ID NO: 6.

4. Una molécula polipeptidica codificada por una molécula de polinucleétido segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3.

5. Un virus de la cepa PDK-53-V de dengue-2 vivo, atenuado, modificado,
que comprende la molécula de polipéptido segun la reivindicacion 4, o
representado por una molécula de polinucle6tido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

6. Una composicion farmacéutica que comprende una molécula de polinucleétido segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, una molécula de polipéptido segun la reivindicacion 4, o un virus del dengue-2 segun la
reivindicacién 5, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

7. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 6, para uso como medicamento.

8. La composicion farmacéutica segun la reivindicacién 6, para su uso en un método para inducir una respuesta
inmunitaria en un sujeto que comprende administrar una cantidad farmacéuticamente aceptable de la composicién.

9. Un vector que codifica una molécula de polinucle6tido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

10. Una célula que comprende la molécula de polinucledtido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3 o el vector
segun la reivindicacién 9.

11. Una composicion inmunogénica que comprende un virus de la cepa PDK-53-V de dengue-2 vivo, atenuado,
modificado representado por una molécula de polinucleétido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

12. La composicién inmunogénica segun la reivindicaciéon 11, que comprende adicionalmente una quimera de dengue-
1/dengue-2 representada por una molécula de polinucleétido que codifica una quimera de polipéptido de dengue-
1/dengue-2, comprendiendo la molécula de polinucledtido una primera secuencia de nucleétidos que codifica proteinas
no estructurales de una cepa PDK 53-V del virus del dengue-2 vivo, atenuado, modificado, y una segunda secuencia
de nucledtidos que codifica al menos una proteina estructural del dengue-1, en donde la molécula de polinucleétido
comprende:

una mutacién de adenina a citosina en la posicion 3823 que codifica una leucina en lugar de una isoleucina en la
quimera del polipéptido de dengue-1/dengue-2 en la posicion de aminoacido 1243 correspondiente a NS2A-116;

una mutacion de adenina a timina en la posicién 4407 que codifica un acido aspartico en lugar de un acido
glutdmico en la quimera del polipéptido de dengue-1/dengue-2 en la posicion de aminoacido 1437
correspondiente a NS2B-92; y

una mutacion de adenina a guanina en la posicién 7311.

13. La composicion inmunogénica segun la reivindicacion 12, en donde la molécula de polinucleétido que codifica la
quimera de polipéptido de dengue-1/dengue-2 comprende adicionalmente:

una mutacién de citosina a timina en la posicién 7148 que codifica una isoleucina en lugar de una treonina en la
quimera del polipéptido de dengue-1/dengue-2 en la posicion de aminoacido 2351 correspondiente a NS4B-108; y

una mutacién de guanina a citosina en la posicion 2384 que codifica una alanina en lugar de glicina en la quimera
del polipéptido de dengue-1/dengue-2 en la posicion de aminoacido 763 correspondiente a E-483.
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14. La composicion inmunogénica segun la reivindicacion 12, en donde la molécula de polinucleétido que codifica la
quimera de polipéptido de dengue-1/dengue-2 comprende el polinucleétido representado por SEQ ID NO: 13.

15. La composicion inmunogénica segun la reivindicacién 12 o 14, en donde la molécula de polinucleétido codifica la
quimera de polipéptido de dengue-1/dengue-2 representada por SEQ ID NO: 3.

16. La composicién inmunogénica segun la reivindicacién 11, que comprende adicionalmente una quimera de dengue-
3/dengue-2 representada por una molécula de polinucleétido que codifica una quimera de polipéptido de dengue-
3/dengue-2, comprendiendo la molécula de polinucledtido una primera secuencia de nucleétidos que codifica proteinas
no estructurales de un cepa PDK-53-V del virus del dengue-2 vivo, atenuado, modificado, y una segunda secuencia
de nucledtidos que codifica al menos una proteina estructural del dengue-3, en donde la molécula de polinucleétido
comprende:

una mutacién de adenina a timina en la posicion 1603 que codifica una serina en lugar de una treonina en la
quimera del polipéptido de dengue-3/dengue-2 en la posicién de aminoacido 503 correspondiente a E-223; y

una mutacion de adenina a guanina en la posicién 7620

17. La composicién inmunogénica segun la reivindicacién 16, en donde la molécula de polinucleétido que codifica la
quimera de polipéptido del dengue-3/dengue-2 comprende adicionalmente una mutacion de guanina a adenina en la
posicion 6436 que codifica una asparragina en lugar de un acido aspartico en la quimera de polipéptido de dengue-
3/dengue-2 en la posicion de aminodacido 2114 correspondiente a NS4A-23.

18. La composicion inmunogénica segun la reivindicacion 16, en donde la molécula de polinucleétido que codifica la
quimera de polipéptido de dengue-3/dengue-2 comprende el polinucleétido representado por SEQ ID NO: 15.

19. La composicion inmunogénica segun la reivindicacién 16 o 18, en donde la molécula de polinucleétido codifica la
quimera de polipéptido de dengue-3/dengue-2 representada por SEQ ID NO: 9.

20. La composicion inmunogénica segun la reivindicacion 11, que comprende adicionalmente una quimera de dengue-
4/dengue-2 representada por una molécula de polinucleétido que codifica una quimera de polipéptido de dengue-
4/dengue-2, comprendiendo la molécula de polinucleétido una primera secuencia de nucleétidos que codifica proteinas
no estructurales de un cepa PDK-53-V del virus del dengue-2 vivo, atenuado, modificado, y una segunda secuencia
de nucledtidos que codifica al menos una proteina estructural del dengue-4, en donde la molécula de polinucleétido
comprende:

una mutacion de adenina a timina en la posicion 225;

una mutacion de adenina a guanina en la posicién 3674 que codifica una glicina en lugar de un acido aspartico en
la quimera del polipéptido de dengue-4/dengue-2 en la posicion de aminoacido 1193 correspondiente a NS2A-66;

una mutacion de citosina a timina en la posicion 5391;

una mutacion de citosina a timina en la posicion 6437 que codifica una valina en lugar de una alanina en la
quimera del polipéptido de dengue-4/dengue-2 en la posicién de aminoacido 2114 correspondiente a NS4A-21,

una mutacion de adenina a citosina en la posicion 9750, y

opcionalmente una mutaciéon de timina a citosina en la posicién 7026, y opcionalmente una mutacion de adenina a
guanina en la posicion 3773 que codifica una arginina en lugar de una lisina en la quimera de polipéptido de dengue-
4/dengue-2 en la posicion de aminoacido 1226 correspondiente a NS2A-99.

21. La composicion inmunogénica segun la reivindicacion 20, en donde la molécula de polinucleétido que codifica la
quimera del polipéptido de dengue-4/dengue-2 comprende adicionalmente una mutacién de citosina a timina en la
posicion 7538 que codifica una fenilalanina en lugar de una serina en la quimera de polipéptido de dengue-4/dengue-
2 en la posicion de aminoacido 2481 correspondiente a NS4B-238.

22. La composicion inmunogénica segun la reivindicacion 20, en donde la molécula de polinucleétido que codifica la
quimera de polipéptido de dengue-4/dengue-2 comprende el polinucleétido representado por SEQ ID NO: 16.

23. La composicion inmunogénica segun una cualquiera de las reivindicaciones 20 o 22, en donde la molécula de
polinucleétido codifica la quimera de polipéptido de dengue-4/dengue-2 representada por SEQ ID NO: 12.

24. La composicion inmunogénica segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 23, en donde la composicién contiene
los cuatro serotipos del virus del dengue, que es una composicién tetravalente.

25. La composicion inmunogénica segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 24, que comprende adicionalmente
una composicion inmunogénica contra otros Flavivirus tales como el virus del Nilo Occidental, la encefalitis japonesa.

26. Una composicion que comprende uno o mas virus vivos atenuados segun la reivindicacion 5 y un portador
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farmacéuticamente aceptable.

27. La composicion segun la reivindicacion 26, en donde la composicion comprende una composicion de virus del
dengue tetravalente capaz de inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto contra los cuatro serotipos del virus del
dengue.

28. El vector segun la reivindicacion 9, en donde el vector es un vector plasmidico.

29. El vector segun la reivindicacion 9, en donde el vector es un clon infeccioso de ADNc.
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Fig. 3

1.0 07 15

1.0

2.9

3.2

-1.1

20 22 20

29 25

Reduction: 1.1

037°C
B39°C

W s 1 xe N30
. <\ ;N30
R ), 71

_||l 9€01 $-N3Q

__|IL SAIN £-XeAN3A

—
SRR 1., 5

_|IL SAN Z2EANSG
—— S 15, c5 5104 20
— S oo, ;30

,_||IL SAW 1-XeANIQ
P
S o

T T T T
0 M~ O© 1B ¥ O N ~ O

{(quymyd °'Boy) Jeu L

61



ES29339/0T3

Fig. 4
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Fig. 5

Number of survivors

1

Survival

Survival

00%
90% -
80% -
0% -
60%
50% -
40%
30%
20% -
10% -
0%

ES29339/0T3

\ T ————
A A & A A 4 A A 4 & A AL AL AL L
T

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Days after ic challenge

100%
90%
80%

70% -
B60% -

50%
40%
30%

20% -
10% -

0%

02 46 8

T

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Days after ic challenge

Ak b A A & A & A L LA S & &

—a— CDC-ICR
—te—Tacaonic-ICR

e DENV-2 16681({n=32)
—tr—D2 PDK-53-VW45R(n=16)
i D2/3-V (=16}

e DENVEX-1 {1=186)

i DENVEX-2(1=32)

e DENVax-3(n=32)

i DENVax-4{n=18)

—ak—DENV-2 16681(n=32)
—t— D2 PDK-53-VW45R{n=31)
it D2/4-V(N=16)

—e— DENVax-2{n=16)

—m— DENVax-4(n=16)

g 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Days after ic challenge

63



ES29339/0T3

Fig. 6
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Fig.7

S <\ p-xeAN3q
| R /7
] 9501 b-N3a

SAIN €-XeAN3Q

. ESEEEEES
SRR (o501 5 Naq

SAIN T-XeAN3Q

T ;1\ \-£5-10d 20
- 15991 7-N3q

SAIN T-XeAN3Q

.._|I A-1/20
_Ll £009T T-N3d

T T T T T T T 1
-] ~ o Ta] < o o~ —l o

(1w/n4d °*Soj) 10311

B 39°C

037°c

65



ES29339/0T3

o w < m
(1w/n4d °*8oj) s1auL

| SA9 v-XenAN3d

SAM v-XeAN3Id
SAW t-XeAN3d
N-v/ea

9¢0T Vv-AN3Q

SA9 €-XBAN3Id

| SAM €-XeANIQ

SAW £-XeAN3d
N€/ea
79591 €£-AN3d

SAg ¢-XeAN3Q

| SAM Z-XeAN3d

SAW ¢-XeAN3d

YSPAN-ES-Ad ¢d

T899T <¢-AN3IA

SA9 T-XeAN3d
SAM T-XeAN3Q
SAI T-XeAN3q
A-T/ea

£009T T-AN3Q

66



ES2933970T3

Fig.9
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