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DESCRIPCION

Virus modificados

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica prioridad a la Solicitud de EE. UU. N® de Serie 62/506,892, presentada el 16 de mayo de 2017.
ANTECEDENTES

1. Campo técnico

Este documento se refiere a virus de sarampién recombinantes que tienen una susceptibilidad reducida a la
neutralizacién de anticuerpos (por ejemplo neutralizacién de anticuerpos por suero de vacunas contra el virus del
sarampion).

2. Informacién basica

El virus del sarampién (MV) causa muchas muertes cada afio, principalmente nifios menores de cinco afios. Los nifios
no vacunados corren el mayor riesgo de sarampion y muertes relacionadas con el sarampién. En particular, los
lactantes cuyos titulos de anticuerpos contra el sarampidén maternos han disminuido a niveles no protectores pero aun
son demasiado pequefios para recibir la vacuna contra sarampién recomendada para lactantes de 9 a 12 afios, pueden
tener un riesgo elevado de sarampién y muertes relacionadas con el sarampion.

Ademas, los MV del linaje Edmonston han demostrado ser farmacos anticancerigenos potencialmente potentes
cuando se administran a pacientes de cancer seronegativo para el sarampién. Sin embargo, mas del 90 % de los
pacientes de cancer en la mayoria de los paises tienen titulos protectores de anticuerpos contra el sarampién en la
sangre (por ejemplo debido a la infeccién natural por sarampién o la vacunacioén contra el sarampién). El suero humano
inmune al sarampién anula la eficacia terapéutica de MV oncoliticos en ratones portadores de tumores al neutralizar
el virus antes de que alcance su objetivo (las células tumorales). Por lo tanto, la mayoria de los pacientes de cancer
no pueden beneficiarse de la terapia con MV oncolitico administrado sistémicamente. El documento WO 2014/015242
A1 describe virus de sarampién con una susceptibilidad reducida a la neutralizacion.

SUMARIO

La presente invencién se define mediante las reivindicaciones independientes.

Este documento proporciona virus de sarampién recombinantes que tienen una susceptibilidad reducida a la
neutralizacion de anticuerpos (por ejemplo neutralizacién de anticuerpos por anticuerpos anti-MV monoclonales y/o
suero de vacunas contra MV). Por ejemplo, este documento proporciona MV recombinantes con una capacidad
reducida de ser reconocidos por los anticuerpos anti-MV que se generaron contra un MV de tipo salvaje o una vacuna
contra MV preexistente en comparacién con los polipéptidos H y F de MV de tipo salvaje o los polipéptidos Hy F de
una vacuna contra MV preexistente.

Como se demuestra en el presente documento, un MV recombinante con un gen H sustituido que codifica una proteina
H de sarampién mutada de manera multiple, de la que se han eliminado varios epitopos inmunodominantes, y un gen
F sustituido que codifica una proteina F del virus del moquillo canino, es resistente a la neutralizacién por suero
humano inmune al sarampién. Un MV recombinante descrito en el presente documento se puede utilizar para abordar
las principales limitaciones de las vacunas contra el sarampién disponibles actualmente, las vacunas de plataforma
basadas en MV y MV oncoliticos, concretamente su susceptibilidad a la neutralizacién por suero humano inmune al
sarampién.

En un aspecto, esta invencién presenta un virus de sarampién recombinante que incluye un &cido nucleico que codifica
un polipéptido H del virus de sarampién que incluye SEQ ID NO:9, que tiene las siguientes sustituciones de
aminoacidos: S189P, E235G, N238D, L249P, G302R, Y310C, Q311R, R377Q, M378K, D416N, E471K, N481Y,
K488E, G491E, H495R, D505T, R533G, S546G, R547G y F552V; y un acido nucleico que codifica un polipéptido F
del virus del moquillo canino, en donde dicho polipéptido H del virus del sarampion codificado y dicho polipéptido F del
virus del moquillo canino se incorporan en la envoltura de dicho virus recombinante, en donde dicho virus carece tanto
de un polipéptido F del virus del sarampién como de un &cido nucleico que codifica dicho polipéptido F del virus del
sarampién, y en donde dicho virus carece tanto de un polipéptido H del virus de sarampién de tipo salvaje como de un
acido nucleico que codifica dicho polipéptido H del virus del sarampién de tipo salvaje.
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En otro aspecto, esta invencion presenta una composicion para uso en un método para la viroterapia oncolitica en un
paciente de cancer inmune al sarampién, incluyendo dicho método la administracién a dicho paciente de dicha
composicién que comprende el virus del sarampién recombinante del anterior aspecto.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende cominmente alguien con habilidad ordinaria en la materia a la que pertenece esta
invencién. Aunque se pueden utilizar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento, a continuacion se describen métodos y materiales adecuados. En caso de conflicto entre la presente
memoria descriptiva y una referencia mencionada en el presente documento, controlara la presente memoria
descriptiva, que incluye definiciones. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son (nicamente ilustrativos y no
pretenden ser limitantes.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 presenta mutaciones codificadas en el polipéptido MV-H para escapar de la neutralizacién.

La Figura 2 muestra que las mutaciones en MV-H eluden anticuerpos neutralizantes, pero los anticuerpos
especificos de F neutralizan el MV.

La Figura 3 incluye esquemas de MV, CDV y MV que codifican CDV H, CDV F o ambos y su correspondiente
sensibilidad de neutralizacién por sueros humanos completos agrupados o MV H/F absorbidos
especificamente.

La Figura 4 representa el tropismo y la capacidad de fusién de un polipéptido H de MV en combinacion con
un polipéptido F de CVD.

La Figura 5 ilustra que un polipéptido H de MV puede inducir anticuerpos ampliamente neutralizantes contra
multiples cepas de MV.

La Figura 6 muestra un polipéptido H de MV de origen natural (SEQ ID NO: 1), un acido nucleico que codifica
un polipéptido H de MV de origen natural (SEQ ID NO:2), un polipéptido H modificado (SEQ ID NO:3), un
polipéptido F de MV de origen natural (SEQ ID NQO:4), un acido nucleico que codifica un polipéptido F de MV
de origen natural (SEQ ID NO:5), polipéptidos F de CDV (SEQ ID NOs: 6 y 7), un polipéptido H de CDV (SEQ
ID NO:8) y un polipéptido H de MV de origen natural de MVi/Madrid. SPA/50.10[H1] (SEQ ID NO:9).

Figures 7A-E. Sistema genético inverso para el rescate del virus sigiloso: Optimizacién del plasmido de
expresion de antigenoma. (A) Ndmero de células que expresan GFP determinado por citometria de flujo tres
dias después de la transfeccién de células de rescate BHK. (B) La produccion de virus el tercer dia después
de la transfeccion se determind mediante células de rescate mediante congelacion-descongelacion (Po) y
titracion en células Vero. (C) Diagrama de dispersién que muestra la correlacion entre eficiencia de rescate
y produccién de virus. (Pearson r=0,789, p<0,05). Las lineas discontinuas representan 95 % de intervalo de
confianza. (D) Rescate de virus recombinantes. Las células de rescate se superpusieron a las células Vero 3
dias después de la transfeccién y 3 dias después se evalud la formacién de sincitios. * Indica falta de
representatividad en la microfotografia. La flecha indica una Unica célula GPF-positiva. Después de cinco
pasajes semiciegos, el virus sigiloso comenzé a propagarse de manera similar al virus parental. (E)
Construcciones de plasmido utilizadas en este estudio. Se muestran las variaciones de la secuencia clave
entre construcciones. Tmin €s un promotor de T7 minimo y la adicién de GGGAGA (SEQ ID NO: 10} impulsa
niveles mas elevados de expresiéon génica (Topt). Sin embargo, un promotor de T7 6ptimo requiere una
ribozima cabeza de martillo autodisociada (HHrbz) (Yun et al., J. Virol., 89(2):1242-53 (2015)). Se muestran
la construccién 1 (SEQ ID NO:11) y la construccion 2 (SEQ ID NO:12). Se describi6 la construccion 3 (SEQ
ID NO:13) en otro lugar (Beaty et al., mSphere, 2(2):ppi00376-16 (2017)). La construccion 4 (SEQ ID NO:14)
tiene adicionalmente un promotor 5' del nicleo del Factor de Elongacion-1a (hEFL-HTLV) seguido de una
secuencia de intrones quiméricos. Todas las construcciones tenian la ribozima de Hepatitis delta (HDV) y el
terminador T7 aguas abajo del antigenoma MeV.

Figuras 8A-B. Injerto de la huella de CD46 en el genotipo H1 de McV-H. (A} Panel izquierdo. Las células CHO
que expresan o no los receptores celulares (SLAM, CD46 y nectina-4) se infectaron con MeV que expresa
GFP codificando el MeV-H indicado, en moi 0.1. Se registrd la autofluorescencia de eGFP 72 horas después
de la infeccion. (A} Panel derecho. Fusion celular desencadenada por la coexpresion de la vacuna contra
MeV-F y la MeV-H indicada. Se tifieron las células 48 horas después con Giemsa y se tomaron
microfotografias. Aumento, x40. (B) Cinética de la fusion célula-célula determinada por el ensayo de
luciferasa dividida.

Figuras 9A-B. Variacion antigénica en virus A7. (A) Modelo de la estructura dimérica de MeV-HA7 con azlcar
enlazado a N adherido. Los azlcares enlazados a N se representan como esferas negras (enlazados a N168,
N200, N215) o naranja (enlazado N416). Se indican las diferencias de aminoacidos con respecto a la cepa
Moraten de la vacuna de MeV-H. Azul, cambios especificos del genotipo H1 de MeV-H; rojo, mutaciones de
nAb-escape modificadas genéticamente. (B) Mapa antigénico de virus que codifican diferentes proteinas H
de MeV. La antigenicidad se determindé mediante un ensayo de microneutralizacién de reduccién de placa
viral (PRMN) y se codificé por colores segun las diferencias de Logz NT50. En la Figura 19 se muestran
curvas de neutralizacion individuales.

Figuras 10A-D. BH030 define un nuevo sitio antigénico en MeV-H. (A} Ensayo PRMN de mAb BHO30 contra
MeV recombinante que codifica diferentes MeV-H especificos del genotipo. Los puntos de datos se ajustaron
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mediante analisis de regresion no lineal con Graph Pad Prism. La concentracion inhibitoria del 50 % (ICso) se
indica mediante una linea punteada. Cabe sefialar que los virus C2 escapan selectivamente a la
neutralizacién. (B) Alineamiento de la secuencia de aminoéacidos para el epitopo putativo BH030, que muestra
la sustituciéon diferencial de aminoacidos en virus C2. Se establece consenso como SEQ ID NO:15. (C) los
virus H1 muestran resistencia contra la neutralizacién de BH030 en comparacién con los virus A y el mutante
A (416DLS4NLS), pero aun asi estan neutralizados, asi como los virus A7. La adicion de E471E en A7,
nombre en el presente documento A8, da lugar al escape BH030. (D) Sitio antigénico putativo definido por
mnAb BHO030. Glu471 no esta enmascarado por el azlicar enlazado a N416, que apantalla el sitio llb y, por
lo tanto, define un nuevo sitio antigénico putativo, V, que se expande desde los sitios IIb al sitio II.

Figuras 11A-C. Inmunogenicidad de un MeV-H derivado. (A} Representacion esquematica del experimento.
Se inyectaron ratones C57BL/6 por via intravenosa en un plazo de 5 segundos con plasmidos de expresién
para GFP (control negativo) o diferentes variantes de MeV-H. Un mes después, se evalué la actividad de los
anticuerpos neutralizantes mediante el ensayo PRMN contra el virus vacuna (B) o el virus A8 (C). Cada punto
de datos representa un solo individuo. Los puntos ausentes se debieron a la muerte del animal o la escasez
de material. Se incluyen datos de dos inmunizaciones diferentes. El sombreado gris indica un nivel de
anticuerpos neutralizantes que se considera no protector contra la enfermedad. Las lineas punteadas de
Lowe indican el limite de deteccién para el ensayo.

Figuras 12A-D. Los virus A8 escapan a una respuesta policlonal anti-MeV-H mas amplia. (A} Panel izquierdo,
ensayo PRMN de anticuerpos policlonales anti-MeV-H de conejo contra virus mutantes de la vacuna y MeV-
H (A7 y A8). Las curvas se ajustaron mediante regresion no lineal para calcular los valores de NTso. Panel
derecho. Diferencias de titulo de neutralizacién (ND) entre virus. Los mismos anticuerpos policlonales anti-
MeV-H de conejo se probaron adicionalmente contra un panel de virus recombinantes que codifican genes
MeV-H especificos del genotipo o el mutante A8, el NTso se calculé como en el panel izquierdo y el ND se
representa graficamente como logz. Una diferencia 22 logz se considera diferente antigénicamente en lo
sustancial (linea punteada). (B) Seguimiento de las condiciones de deplecién de glicoproteinas MeV. Niveles
de anticuerpos IgG después de incubacién de sueros humanos con células que no expresan o expresan
alguna de las glicoproteinas MeV MeV-H y MeV-F (Figura 20), en comparacién con los niveles en sueros
humanos no tratados (condicién 0). Las muestras de suero se diluyeron 1:10 en medio de cultivo y
posteriormente se cultivaron durante 4 dias sobre una monocapa de células Mel-JuSo (Mel-JuSo/wt,
condicién 1; Mel-Ju-So-H, condicién 2; Mel-JuSo-F, condicién 3). Se recogieron los sobrenadantes y se
comprobd la presencia de anticuerpos especificos de MeV-F y MeV-H mediante un ensayo de
inmunofluorescencia medido por FACS. La linea punteada encierra valores considerados negativos. (C)
Niveles de IgG de VCA en U/mL que quedan después de la condicién de deplecion especifica de MeV-F. (D)
Capacidad de neutralizacién de sueros policlonales humanos frente a los virus vacuna y A8. Se recogieron
muestras de sueros de adultos jovenes vacunados sanos y se dejaron sin tratar o se sometieron a deplecion
a partir de anticuerpos especificos de MeV-F. Se utilizaron los niveles de IgG de VCA del virus de Epstein-
Barr (EBV) para comparar la potencia de neutralizacién entre condiciones, teniendo en cuenta los factores
de dilucion entre ellas. Los datos se presentan como la media de muestras individuales de sueros (N=6). La
linea de tendencia de la curva de neutralizacién a través de las muestras se determiné mediante ajuste de
regresion no lineal. ***P<0,0005, prueba de rango con signo por pares emparejados de Wilcoxon.

Figuras 13A-B. Papel de MeV-H y MeV-H en la neutralizacién del virus. (A) Especificidad de la glicoproteina
de MeV de sueros humanos agrupados. Las condiciones y los niveles especificos de IgG se describieron y
se determinaron como se muestra en la Figura 12. Los datos se muestran como graficos de histograma. (B)
PRNM de virus de intercambio de envolturas. Se utilizaron rMeV isogénicos que codifican glicoproteinas de
envoltura de MeV (virus 1, indicado en rojo) o CDV (virus 2, indicado en azul), asi como quimeras virales
entre ellos (virus 3 y 4), para la sensibilidad de neutralizacién frente a sueros humanos preincubados con
células control (no absorbidas) o células que expresan glicoproteinas MeV-H o MeV-F. Se muestran sincitios
representativos.

Figuras 14A-D. Caracterizacién de MeV recombinantes. (A) Cinética de replicacién de virus recombinantes.
Se infectaron Vero/hSLAM con el virus indicado en MOI de 0,03. En el tiempo indicado se registraron y
superpusieron imagenes de autofluorescencia GFP y de campo claro. Aumento, x40. Posteriormente se
recogieron células en el medio de cultivo y se determiné el titulo del virus en Vero/hSLAM como FFU/mL. A,
H1y A8 indican MeV que expresa los genes MeV-H equivalentes y MeV-F de la vacuna, mientras que el virus
sigiloso es un virus que codifica MeV-HAS8 junto con CDV-F. (B) Incorporacién de proteinas en viriones. Se
sometieron a electroforesis 10* particulas de virus en condiciones reductoras y se sometieron a
inmunotransferencia con el anticuerpo relevante. Cabe sefialar que el anticuerpo anti-MeV-F no reacciona de
forma cruzada con CDV-F. (C) Panel izquierdo. Valores de PRMN NTso de sueros humanos inmunes al
sarampién frente a los virus MeV A (vacuna) y sigiloso. Cada linea representa un tnico individuo (N=14). La
linea punteada indica el umbral de niveles de anticuerpos para la proteccién contra la enfermedad clinica. Se
utilizé como control el suero anti-CVD de hurén. ***, P<0,001, segun lo determinado mediante prueba de
rango con signo por pares emparejados de Wilcoxon. Panel derecho, correlacién entre NTso para el virus
vacuna y sigiloso. Los valores de NTso se representan graficamente en una escala logs. P<0,001, en la prueba
de correlacién de Pearson y Spearman. Las lineas puenteadas indicaban el intervalo de confianza del 95 %
para el analisis de regresion. R=0,51. (D} PRMN de antisuero policlonal MeV de cobaya contra los virus A 'y
sigiloso. Se realiz6 una regresion no lineal para calcular los valores de NTso, que se transformaron a miU/mL
(3584 para el virus A y 563 para el virus sigiloso).
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Figuras 15A-D. Comparacion de la huella de los receptores en MeV-H. (A} Representacion esquematica de
la secuencia primaria MeV-H. De izquierda a derecha: C, cola citoplasmatica; T, dominio transmembrana;
dominio de tallo; B1-6, palas de hélice beta 1-6. Se indican las posiciones de aminoacidos que delimitan los
diferentes dominios. (B a D) MeV-H se muestra como una cinta con un color del arco iris coherente con el
panel A, mientras que los receptores se muestran como una superficie transldcida coloreada en cian (SLAM,
panel A), magenta (nectina-4, panel B) y azul (CD46, panel C). Las esferas indican residuos = 4,5A de la
entidad receptora SLAM (PDB: 3ALZ), nectina-4 (PDB: 4GJT) y CD46 (PDB: 3INB), coloreado de cian,
magenta y azul, respectivamente. En cada estructura del complejo del receptor MeV-H, las esferas tienen un
color diferente a la coloracién del receptor si el residuo también es relevante para la interaccion con cualquiera
de los otros receptores, y se colorean en consecuencia. El residuo Y524 relevante para la interaccién con los
tres receptores esta coloreado en naranja. Como comparacion, la orientacién MeV-H se mantiene constante
en todos los paneles. La representacion en baston representa residuos implicados estructuralmente segun lo
definido por < 4,5 A de la entidad receptora, pero no funcionalmente (L464, L4382, F483, L500, D530, Y543,
$548) y viceversa (V451, N-Y481, K488, P497) (Mateo et al., J. Virol., 87(16):9208-16 (2013)).

Figuras 16A-D. Uso de receptor para el virus sigiloso. (A} Infeccion por virus sigiloso de un panel de células
CHO que expresan o no los receptores MeV. La infeccion se realizé en MOI 0,03 y se registré 3 dias después.
Aumento x40. (B) Citometria de flujo para determinar la expresion superficial de receptores MeV en el panel
CHO. Las células se tifieron con el anticuerpo correspondiente y el nimero de moléculas por célula se
determinoé con Quantibrite BD. (C) Ensayo de fusién cinética después de coexpresion de la cepa de la vacuna
contra MeV-F con la cepa de la vacuna contra MeV-H o MeV-HA8. Media + desviacién estandar (n=3). (D)
Unién de receptores MeV-Fc a la proteina MeV-H unida a plastico, controlada por OD (Figura 18). Los puntos
de datos se presentan como media + desviacién estandar (n=3) y se ajustaron a un modo de unién total de
un sitio (R%20,99). *P<0,05***P<0,005;***P<0,0001. ANOVA de un factor con las comparaciones multiples de
Bonferroni.

Figura 17. Ensayo de fusion cinética en células Vero. La cepa de la vacuna contra MeV-H o A8 se transfecto
conjuntamente con la cepa de la vacuna contra MeV-F. La fusién se cuantificé mediante el ensayo de
luciferasa dividida. La transfeccion de MeV-F por si sola sirvi6 como control negativo. Media + desviacion
estandar de un experimento representativo realizado por triplicado.

Figura 18. Método ELISA para la determinacion de la unién del receptor a MeV-H. Los micropocillos
revestidos previamente con Strep-tactin XT se incubaron con sobrenadante que contenia MeV-H, seguido de
incubacién con anticuerpo anti-FLAG (control} o receptor-Fc Gnico. La unién se revel6 mediante anti IgG
conjugada con HRP y se siguié mediante densidad 6ptica.

Figura 19. Ensayo PRMN de mAbs anti-MeV-H. Los resultados se expresan como % de control de virus en
ausencia de mAb. Los datos se presentan como media + desviacidon estandar de dos experimentos
independientes realizados por cuadruplicado.

Figura 20. Citometria de flujo para caracterizar la expresion de la glicoproteina MeV en lineas celulares Mel-
JuSo. Las células Mel-JuSO parentales y las células Mel-JuSO que expresan MeV-H o MeV-F se tifieron con
mAb anti-MeV-H (C28-10-8) o anti-MeV-F (F3-5) y los resultados se muestran como histogramas.

Figura 21. Analisis de correlacion para los niveles de anticuerpos IgG especificos de MeV-H y MeV-F. Los
puntos negros representan individuos vacunados Unicos. La flecha indica un suero humano agrupado (Valley
Biomedical). Andlisis estadistico realizado con correlacion de Pearson de dos colas.

DESCRIPCION DETALLADA

Este documento proporciona acidos nucleicos, polipéptidos y virus que contienen los acidos nucleicos y/o polipéptidos.
Este documento también proporciona métodos para usar los virus para tratar pacientes de cancer o para vacunar
lactantes para ayudar a protegerlos de infecciones por MV. Por ejemplo, este documento proporciona polipéptidos de
hemaglutinina (H) MV, acidos nucleicos que codifican polipéptidos H de MV, polipéptidos F de CDV, secuencias de
acidos nucleicos que codifican polipéptidos F de CDV y virus que contienen tales acidos nucleicos y/o polipéptidos.
Por ejemplo, este documento proporciona un virus recombinante (por ejemplo un MV o un adenovirus (Ad)) que
contiene un &cido nucleico que codifica un polipéptido H modificado y un acido nucleico que codifica un polipéptido F
modificado. Tal virus recombinante puede exhibir susceptibilidad reducida a la neutralizacién de anticuerpos, una
capacidad reducida para desencadenar la fusion de membranas y/o una disminucién de la aptitud replicativa. Un virus
recombinante descrito en el presente documento se puede propagar en células (por ejemplo células humanas como
células Vero y células Hela) tan eficientemente como un virus de tipo salvaje. Los virus descritos en el presente
documento se pueden utilizar para tratar pacientes de cancer o para vacunar lactantes de manera que los virus exhiban
una susceptibilidad reducida a la neutralizacién de anticuerpos. En algunos casos, se puede utilizar un virus
recombinante para tratar cancer en pacientes que tienen inmunidad preexistente contra el sarampién. En algunos
casos, se puede utilizar un virus recombinante para vacunar nifios que tienen anticuerpos contra el sarampién
neutralizantes (por ejemplo anticuerpos neutralizantes contra el sarampién adquiridos por via transplacentaria).

Este documento proporciona polipéptidos H, polipéptidos F y acidos nucleicos que los codifican, que son heterélogos
a los polipéptidos H y F de origen natural.

El término "acido nucleico" tal como se utiliza en el presente documento abarca tanto ARN como ADN, incluido ADNc,
5
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ADN genémico y ADN sintético (por ejemplo sintetizado quimicamente). Un acido nucleico puede ser bicatenario o
monocatenario. Un acido nucleico monocatenario puede ser la cadena sentido o la cadena antisentido. Ademas, un
acido nucleico puede ser circular o lineal.

Un "acido nucleico aislado” se refiere a un acido nucleico que esta separado de otros acidos nucleicos que estan
presentes en un genoma viral, incluyendo acidos nucleicos que flanquean normalmente uno o ambos lados del acido
nucleico en un genoma viral. El término "aislado" tal como se utiliza en el presente documento con respecto a acidos
nucleicos incluye también cualquier secuencia de acidos nucleicos de origen no natural, ya que tales secuencias de
origen no natural no se encuentran en la naturaleza y no tienen secuencias inmediatamente contiguas en un genoma
de origen natural.

Un &cido nucleico aislado puede ser, por ejemplo, una molécula de ADN, siempre que se elimine o esté ausente una
de las secuencias de acido nucleico que, por lo general, se encuentran flanqueando inmediatamente esa molécula de
ADN en un genoma de origen natural. Por lo tanto, un acido nucleico aislado incluye, entre otros, una molécula de
ADN que existe como una molécula separada (por ejemplo un acido nucleico sintetizado quimicamente o un ADNc o
un fragmento de ADN genémico producido mediante PCR o tratamiento con endonucleasa de restriccién)
independientemente de otras secuencias, asi como ADN que se incorpora en una construccion de acido nucleico (por
ejemplo un vector como un vector de expresién, un plasmido que se replica de manera autbnoma o un virus (por
ejemplo un paramixovirus, retrovirus, lentivirus, Ad, virus de herpes, adenovirus, parovirus como un virus asociado a
Ad, rhabdovirus, como un virus de estomatitis vesicular o virus vacuna) o en el ADN gendmico de un procariota o
eucariota. En casos en los que un acido nucleico aislado es un virus, el virus puede ser, por ejemplo, un virus
oncolitoco o un vector viral (por ejemplo un vector de transferencia génica viral. Por ejemplo, un vector viral puede ser
un vector derivado de un Ad, un virus asociado a Ad, un retrovirus, un lentivirus, un virus de herpes, un virus vacuna
o un rhabdovirus. Ademas, un acido nucleico aislado puede incluir un &cido nucleico modificado genéticamente, como
una molécula de ADN que es parte de un acido nucleico hibrido o de fusién. Un &cido nucleico existente entre cientos
o millones de otros acidos nucleicos, por ejemplo, en bibliotecas de ADNc o bibliotecas gendémicas, o cortes de gel
que contienen una digestion de restriccion de ADN gendmico, no se considera un acido nucleico aislado.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "polipéptido" se refiere a una cadena de residuos de aminoacido,
independientemente de la modificacién postraduccional (por ejemplo fosforilacién o glicosilacion).

Un acido nucleico que modifica un polipéptido H modificado proporcionado en el presente documento puede codificar
un polipéptido H de MV que es heterélogo a los polipéptidos H de MV de origen natural o al polipéptido H que tiene la
secuencia de aminoacidos establecida en GenBank N2 de Acceso AAF85673 (Versién AAF85673.1, GI N2 9181880;
SEQ ID NO:1). En bases de datos publicas se pueden encontrar ejemplos adicionales de polipéptidos H de MV de
origen natural (y las secuencias de acidos nucleicos que los codifican). Por ejemplo, GenBank N2 de Acceso KP191044
(Version KP191044.1, Gl No. 727347518; SEQ ID NO:2) proporciona un ejemplo de una secuencia de acidos nucleicos
que codifica un polipéptido H de tipo salvaje. En algunos casos, un polipéptido H de MV disefiado para ser heterdlogo
a polipéptidos H de MV de origen natural y/o heterélogo al polipéptido H que tiene la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID NO: 1 se puede denominar polipéptido H modificado. El término "secuencia de aminoacidos
de polipéptido H" tal como se utiliza en el presente documento se refiere a una secuencia de aminoécidos que es al
menos 85 por ciento (por ejemplo al menos 85, 90, 95, 99 o 100 por ciento) idéntica a la secuencia establecida en
SEQ ID NO:1. En algunos casos, un polipéptido H modificado puede tener al menos 6 (por ejemplo 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o mas) residuos de aminoacidos asociados con epitopos
inmunodominantes de la glicoproteina H de MV que se han modificado (por ejemplo sustituido). Las sustituciones de
aminoacidos en polipéptidos H estan ubicadas tipicamente en posiciones implicadas en la unién de polipéptidos H a
sus receptores.

En algunos casos, un polipéptido H modificado puede tener una o mas sustituciones de aminoécidos, por ejemplo, en
cada uno de los 6 sitios antigénicos establecidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Sitios antigénicos de polipéptidos H.

?Sitio §Nombre :Posicion de inicio EPosicién de parada

1 ......... IaVVIE41LE ............................................................................................................
2 ilb,NE, IV _ _
3|IaSSEVII2 .........................................................................................
4 ilb, SSE, VII,2

AL VI, B2, 1B, 3, 4, RBE
E'Lazo', HNE, I, E3, D, D/E

En algunos casos, un polipéptido H modificado puede tener una 0 mas sustituciones de aminoacidos, por gjemplo, 7
6
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de los 8 sitios antigénicos establecidos en la Tabla 2 o cada uno de los 8 sitios antigénicos establecidos en la Tabla
2.

Tabla 2. Sitios antigénicos de polipéptidos H.

ESitio gNombre iPosicion de inicio §P0sici6n de parada
1 ............ E L(P ................................................................. 280 .................................... 285
2 Ia, V, VI, E4, 1, LE 1307 318
3 ........... Ib’NE’IV233 ................................... 2 50 ......................................
4 {[la, SSE, VIL,2 14387 1495
SHb’SSE’V[LQ ............................................... 471 ................................... 477
6 gIII, IIIA, VIL, E2, IIIB, 3, 4, RBE 3530 562 :
7 .......... ‘LaZO"HNE’I’E3’D’D/E377 .................................. 405 ......................................
8 v 450 456

464 470

478 484

En algunos casos, un polipéptido H modificado puede tener 6 o mas (por ejemplo 6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o0 mas) sustituciones de aminoéacidos, por ejemplo, en posiciones correspondientes
a los aminoacidos D149, A158, T174, T176, T177, F180, L181, S189, R195, N200, R211, R212, V220, E235, S240,
G243, L246, L.249, H252, V259, F276, V280, D283, S285, L296, G302, E303, S305, P308, Q311, S316, S318, M333,
Q334, P338, L339, V345, 1346, L351, V357, A359, K364, V367, R377, M378, F382, A392, C394, P397, V412, T420,
V421, L423, K424, H448, V450, K460, E471, 1473, F476, K477, N481, G491, E/G492, H495, D505, L517, R533, 1559,
V562, 1564, D574, Q575, K576, A587, G603, V608, T609, E611, G613, T614, R616 y/o R617 de un polipéptido H de
longitud completa que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO:1. Por ejemplo, un polipéptido H
modificado proporcionado en el presente documento puede tener la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ
ID NO:1 con la excepcién de que el polipéptido H de MV tiene 6 0 mas (por ejemplo 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o0 mas) de las siguientes sustituciones de aminoacidos: H17S, D149N, S189P,
G2118, E235G, N238D, S240N, L249P, L276G, V280Il, G302R, E303G, Q311R, Q334H, A359T, K364N, R377Q,
M378K, P397L, T420A, V421A, L423P, E471K, F476L, N481Y, G491D, H495R, D505T, R533G, 1594L, V562T, D574A,
K576R, G603E, T609N, G613E y T614A.

En algunos casos, un polipéptido H modificado puede tener 6 o mas (por ejemplo 6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16,
17, 18 o 19) sustituciones de aminoacidos, por ejemplo, en posiciones correspondientes a los aminoacidos S189,
E235, N238, L249, G302, Y310, Q311, R377, M378, D416, E471, N481, K488, G491, H495, D505, R533, S546, R547
y/o F552 de un polipéptido H de longitud completa que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID
NO:9. Por ejemplo, un polipéptido H modificado proporcionado en el presente documento puede tener la secuencia
de aminoécidos establecida en SEQ ID NO:9 con la excepcién de que el polipéptido H de MV tiene 6 o0 mas (por
ejemplo 6,7,8,9,10, 11,12,13, 14, 15, 16, 17, 18 0 19) de las siguientes sustituciones de aminoacidos: S189, E235,
N238, L249, G302, Y310, Q311, R377, M378, D416, N481, K488, G491, H495, D505, R533, S546, R547 y F552. En
algunos casos, un polipéptido H modificado proporcionado en el presente documento puede tener la secuencia de
aminoacidos establecida en SEQ ID NO:9 con la excepcién de que el polipéptido H de MV tiene 6 o mas (por ejemplo
6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20) de las siguientes sustituciones de aminoacidos: S189, E235,
N238, L249, G302, Y310, Q311, R377, M378, D416, E471, N481, K488, G491, H495, D505, R533, S546, R547 y
F552.

En algunos casos, un polipéptido H modificado proporcionado en el presente documento puede incluir una o méas
modificaciones de aminoacidos como las descritas en otra parte (véase, por ejemplo, el documento WO
2014/015242, Hu et al. (Virology, 192(1):351-4 (1993)}; Hummel y Bellini (J. Virol., 69(3):1913-16 (1995)); Rima et al.
(J. Gen. Virol., 78:97-106 (1997)); Liy Qi (Arch. Virol., 147(4):775-86 (2002)); Santibanez et al. (J. Gen. Virol., 86:365-
74 (2005); and Tahara et al. (J. Virol., 82(9):4630-7 (2008)). Por ejemplo, un polipéptido H modificado proporcionado
en el presente documento puede incluir también una o mas de las siguientes sustituciones de aminoacidos: N238D,
N282K, Y310C, N405S, D416N, K488E, S546G, R547G y F552V. En algunos casos, un polipéptido H modificado
proporcionado en el presente documento puede incluir también una o mas de las siguientes sustituciones de
aminoacidos: N238D, N282K, Y310C, N405S, D416N, E471K, K488E, S546G, R547G y F552V. Como otro ejemplo,
un polipéptido H modificado proporcionado en el presente documento puede incluir SEQ ID NO:9 que tiene una
sustitucién de aminoécido en 6 0 mas (por ejemplo 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 0 19) de las siguientes
posiciones: $189, E235, N238, L249, G302, Y310, Q311, R377, M378, D416, N481, K488, G491, H495, D505, R533,
S$546, R547 y F552. Por ejemplo, un polipéptido H modificado proporcionado en el presente documento puede incluir
SEQ ID NO:9 que tiene 6 o mas (por ejemplo 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 0 19) de las siguientes
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sustituciones de aminoacidos: S189P, E235G, N238D, L249P, G302R, Y310C, Q311R, R377Q, M378K, D416N,
N481Y, K488E, G491E, H495R, D505T, R533G, S546G, R547G y F552V. Como otro ejemplo, un polipéptido H
modificado proporcionado en el presente documento puede incluir SEQ ID NO:9 que tiene una sustitucion de
aminoécido en 6 o0 mas (por ejemplo 6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20) de las siguientes posiciones:
$189, E235, N238, L249, G302, Y310, Q311, R377, M378, D416, E471, N481, K488, G491, H495, D505, R533, S546,
R547 y F552. Por ejemplo, un polipéptido H modificado proporcionado en el presente documento puede incluir SEQ
ID NO:9 que tiene 6 o mas (por ejemplo 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20) de las siguientes
sustituciones de aminoacidos: S189P, E235G, N238D, L249P, G302R, Y310C, Q311R, R377Q, M378K, D416N,
E471K, N481Y, K488E, G491E, H495R, D505T, R533G, S546G, R547G y F552V.

Las sustituciones de aminoacidos pueden ser conservadoras o no conservadoras. Las sustituciones de aminoacidos
conservadoras reemplazan un aminoécido por un aminoacido de la misma clase, mientras que las sustituciones de
aminodcidos no conservadoras reemplazan un aminoacido por un aminoécido de una clase diferente. Ejemplos de
sustituciones conservadoras incluyen sustituciones de aminodacidos dentro de los siguientes grupos: (1)} glicina y
alanina; (2) valina, isoleucina y leucina; (3) acido aspartico y acido glutamico; (4) asparagina, glutamina, serina y
treonina; (5) lisina, histidina y arginina; y (6) fenilalanina y tirosina. En algunos casos un polipéptido H modificado
proporcionado en el presente documento puede tener la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO:3. En
algunos casos un polipéptido H de MV modificado puede ser un polipéptido H de otro miembro del género morbillivirus
(por ejemplo CDV, CeMV, FeMV, PPRV, PDV y RPV). Por ejemplo, un polipéptido H de MV modificado puede ser un
polipéptido H de CDV (por ejemplo un polipéptido que tiene la secuencia establecida en GenBank N°® de Acceso
AAC26995 (Version AAC26995.1; SEQ ID NO:8).

Un acido nucleico que modifica un polipéptido F modificado proporcionado en el presente documento puede codificar
un polipéptido F que es heterdlogo a polipéptidos F de MV de origen natural o al polipéptido F que tiene la secuencia
de aminoacidos establecida en GenBank N? de Acceso AAF85672 (Version AAF85672.1, GI N® 9181879; SEQ ID
NO:4). En bases de datos publicas se pueden encontrar ejemplos de polipéptidos F de MV de origen natural (y las
secuencias de acidos nucleicos que los codifican). Por ejemplo, GenBank N° de Acceso KP205324 (Version
KP205324.1, Gl No. 727347524; SEQ ID NO:5) proporciona un ejemplo de un acido nucleico que codifica un
polipéptido F de tipo salvaje. En algunos casos, un polipéptido F de MV disefiado para ser heterélogo a polipéptidos
F de MV de origen natural y/o heterélogo al polipéptido F que tiene la secuencia de aminoécidos establecida en SEQ
ID NO:4 se puede denominar polipéptido F modificado. El término "secuencia de aminoacidos de polipéptido F" tal
como se utiliza en el presente documento se refiere a una secuencia de aminoacidos que es al menos 85 por ciento
(por ejemplo al menos 85, 90, 95, 99 o 100 por ciento) idéntica a la secuencia establecida en SEQ ID NO:4. En
algunos casos un polipéptido F de MV modificado puede ser un polipéptido F de otro miembro del género morbillivirus
(por ejemplo CDV, CeMV, FeMV, PPRV, PDV y RPV). Por ejemplo, un polipéptido F de MV modificado puede ser un
polipéptido F de CDV (por ejemplo un polipéptido que tiene la secuencia establecida en GenBank N°® de Acceso
ABRO08390 (Versién ABR08390.1, Gl No. 148724186; SEQ ID NO:6) o GenBank N® de Acceso ABR08390 (Version
ABO31365.1, GI No. 129770954; SEQ ID NO:7).

Este documento proporciona también virus recombinantes (por ejemplo MV o Ad) que contienen un acido nucleico que
codifica un polipéptido H modificado descrito en el presente documento y un acido nucleico que codifica un polipéptido
F modificado descrito en el presente documento. Un virus recombinante proporcionado en el presente documento
puede ser un virus quimérico. En algunos casos, un virus recombinante puede contener un acido nucleico que codifica
un polipéptido H de MV modificado descrito en el presente documento y un acido nucleico que codifica un polipéptido
F de MV modificado descrito en el presente documento. En algunos casos, un virus recombinante puede contener un
polipéptido H de MV modificado descrito en el presente documento y un polipéptido F de MV modificado descrito en
el presente documento.

En algunos casos, un virus recombinante proporcionado en el presente documento puede ser un morbillivirus.
Cualquier morbillivirus apropiado puede contener un acido nucleico descrito en el presente documento (por ejemplo
un &cido nucleico que codifica un polipéptido H de MV modificado y/o un acido nucleico que codifica un polipéptido F
de MV modificado). Especies del género morbillivirus incluyen, entre otros, MV (MV), virus del moquillo canino (CDV),
morbillivirus de cetaceos (CeMV), morbillivirus de felinos (FeMV), virus de la peste de pequefios rumiantes (PPRV),
virus del moquillo focino (PDV) y virus de la peste bovina (RPV). En algunos casos, un morbillivirus proporcionado en
el presente documento se obtiene a partir de MV. Ejemplos de cepas de MV incluyen, entre otras,
MVi/Madrid.SPA/50.10[H1], Edmonston, y vacuna Moraten.

En algunos casos, un virus recombinante proporcionado en el presente documento puede ser un Ad. Cualquier Ad
apropiado puede contener un acido nucleico descrito en el presente documento (por ejemplo un acido nucleico que
codifica un polipéptido H de MV modificado y/o un acido nucleico que codifica un polipéptido F de MV modificado). En
humanos, especies de la familia de adenovirus incluyen, entre otros, especies A (AdA), especies B (AdB), especies C
(AdC), especies D (AdD), especies E (AdE), especies F (AdF) o especies G (AdG).

Un &cido nucleico proporcionado en el presente documento se puede obtener utilizando cualquier método apropiado,
incluyendo, entre otros, clonacién molecular comun y técnicas quimicas de sintesis de acidos nucleicos. Por ejemplo,
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la PCR se puede utilizar para construir acidos nucleicos que codifican un polipéptido H modificado o un polipéptido F
modificado proporcionado en el presente documento. PCR se refiere a un procedimiento o una técnica en la que el
acido nucleico objetivo se amplifica de una manera similar a la descrita en la Patente de EE. UU. N2 4,683,195, y
modificaciones posteriores del procedimiento descrito en la misma.

Un acido nucleico proporcionado en el presente documento se puede incorporar en virus mediante técnicas estandar.
Por ejemplo, las técnicas recombinantes se pueden utilizar para insertar un acido nucleico que codifica un polipéptido
H modificado o un polipéptido F modificado proporcionado en el presente documento en un ADNc viral infeccioso. En
algunos casos, un acido nucleico puede ser exégeno a una particula viral, por ejemplo un vector de expresion
contenido dentro de una célula de manera que el polipéptido codificado por el acido nucleico es expresado por la
célula y después incorporado a una nueva particula viral (por ejemplo en la envoltura de una nueva particula viral
€COmo un virus recombinante).

Los polipéptidos H de origen natural tienen normalmente actividades de unién a receptor y hemaglutinacién y cooperan
funcionalmente con polipéptidos F virales para inducir la fusién entre células diana. Tal fusion puede ser mediada por
interacciones entre polipéptidos H y receptores en células diana (por ejemplo CD46, SLAM, Nectina-4, desmogleina-
2 0 acido sialico).

Los virus recombinantes (por ejemplo MV o Ad) proporcionados en el presente documento (por ejemplo que contienen
un acido nucleico que codifica un polipéptido H modificado o un acido nucleico que codifica un polipéptido F
modificado) pueden tener entrada celular dependiente de Nectina-4 reducida (o0 no) en comparacién con un virus que
tiene un polipéptido H de origen natural y/o un polipéptido F de origen natural. Por ejemplo, cuando un polipéptido H
modificado y un polipéptido F modificado se incorporan en un virus, el nivel de entrada celular dependiente de Nectina-
4 exhibido por el virus puede reducirse (o eliminarse) en relacién con el nivel de entrada celular dependiente de
Nectina-4 exhibido por un virus de tipo salvaje que contiene un correspondiente polipéptido H de origen natural. Un
morbillivirus (por ejemplo un MV} que contiene un polipéptido H modificado y un polipéptido F modificado descrito en
el presente documento puede exhibir entrada dependiente de Nectina-4 en células (por ejemplo células epiteliales)
reducida (o no) en comparacion con la cantidad de entrada dependiente de Nectina-4 de un MV-H no modificado en
células (por ejemplo células epiteliales). La entrada celular a través de Nectina-4 se puede evaluar mediante técnicas
estandar como las descritas en el presente documento (véase Ejemplo 1). Los morbillivirus recombinantes
proporcionados en el presente documento pueden conservar la capacidad de unirse a CD46 y/o SLAM. Por lo tanto,
los virus que contienen un &cido nucleico que codifica un polipéptido H modificado y un acido nucleico que codifica un
polipéptido F modificado puede exhibir entrada celular dependiente de CD46 o SLAM, y las células que contienen
tales virus pueden fusionarse de manera dependiente de CD46 o SLAM. La entrada celular a través de receptores
CD46 y/o SLAM se puede evaluar mediante técnicas estandar como las descritas en el documento WO 03/093431.
Los morbillivirus recombinantes proporcionados en el presente documento pueden conservar la capacidad de unirse
a CD46 y no a SLAM. Por lo tanto, los virus que contienen un acido nucleico que codifica un polipéptido H modificado
y un acido nucleico que codifica un polipéptido F modificado puede exhibir entrada celular dependiente de CD46 y las
células que contienen tales virus pueden fusionarse de manera dependiente de CD46.

Un virus proporcionado en el presente documento puede estar atenuado. Tal como se utiliza en el presente documento,
el término "atenuado” se refiere a un virus que esta inmunolégicamente relacionado con un virus de tipo salvaje, pero
que no es patégeno en si mismo. Un MV atenuado, por ejemplo, no produce la enfermedad de sarampién clasica. Los
virus atenuados son normalmente competentes para la replicacion en el sentido de que son capaces de infectar y
replicarse en una célula huésped sin funciones virales adicionales suministradas, por ejemplo, por un virus auxiliar o
una construccién de expresion de plasmido que codifica tales funciones adicionales.

Se puede utilizar cualquier método apropiado para identificar un virus que contenga un acido nucleico proporcionado
en el presente documento. Tales métodos incluyen, entre otras, PCR y técnicas de hibridacién de acidos nucleicos
como analisis Northern y Southern. En algunos casos, se pueden utilizar técnicas inmunohistoquimicas y bioquimicas
para determinar si un virus contiene un acido nucleico particular mediante deteccion de la expresién de un polipéptido
codificado por ese acido nucleico particular.

Los virus recombinantes (por ejemplo MV o Ad) que contienen un acido nucleico que codifica un polipéptido H
modificado y un acido nucleico que codifica un polipéptido F modificado proporcionados en el presente documento se
pueden utilizar para tratar pacientes de cancer. Un virus particular se puede propagar en células huésped para
aumentar el nimero de copias disponibles de ese virus, normalmente en al menos 2 veces (por ejemplo en 5 a 10
veces, en 50 a 100 veces, en 500 a 1.000 veces o incluso hasta 5.000 a 10.000 veces). Un virus se puede expandir
hasta obtener la concentraciéon deseada en un medio de cultivo celular estandar (por ejemplo DMEM o RPMI- 1640
suplementado con 5-10 % de suero bovino fetal a 37°C en 5 % de COz2). Un titulo viral se puede analizar normalmente
mediante inoculacion de células (por ejemplo células Vero) en cultivo. El virus se puede cosechar a partir de células
infectadas mediante raspado de células de los platos, sometiéndolas a congelacion/descongelacion (por ejemplo
aproximadamente dos rondas) y centrifugado. Los sobrenadantes aclarados representan un virus "purificado en placa".

Las reservas virales se pueden producir mediante infeccién de monocapas celulares (por ejemplo adsorcion durante
9
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alrededor de 1,5 horas a 37°C), seguida de raspado de las células infectadas en un medio adecuado (por ejemplo
Opti-MEM; Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA) y lisis por congelacién/descongelacién. Las reservas virales se pueden
dividir en alicuotas y congelar, y se pueden almacenar a -70°C hasta -80°C a concentraciones mas elevadas que la
dosis terapéuticamente efectiva. Una reserva viral se puede almacenar en una solucioén estabilizadora. Las soluciones
estabilizadoras son conocidas en la técnica e incluyen, entre otros, azucares (por ejemplo trehalosa, dextrosa,
glucosa), aminodcidos, glicerol, gelatina, glutamato monosédico, Ca’+ y Mg?*.

En algunos casos, los virus recombinantes (por ejemplo MV o Ad) que contienen un acido nucleico que codifica un
polipéptido H modificado y un acido nucleico que codifica un polipéptido F modificado proporcionados en el presente
documento se pueden utilizar para tratar cancer (por ejemplo para reducir el tamafio del tumor, inhibir el crecimiento
tumoral o reducir el nimero de células tumorales viables). Tal como se utiliza en el presente documento, "reducir el
nimero de células tumorales viables" abarca (1) ralentizar la tasa de crecimiento de una poblacién de células
tumorales de manera que, tras un cierto periodo de tiempo, un tumor en un individuo tratado sea mas pequefio de lo
que habria sido sin tratamiento; (2) inhibir completamente el crecimiento de una poblacién de células tumorales de
manera que un tumor deje de crecer por completo después del tratamiento; y/o (3) reducir la poblacién de células
tumorales de manera que un tumor se vuelva mas pequefio o incluso desaparezca después del tratamiento.

Los virus recombinantes (por ejemplo MV o Ad) que contienen un acido nucleico que codifica un polipéptido H
modificado y un acido nucleico que codifica un polipéptido F modificado proporcionados en el presente documento se
pueden administrar a un paciente de cancer, por ejemplo, mediante inyeccion directa en un grupo de células
cancerosas (por ejemplo un tumor) o suministro intravenoso a células cancerosas. Los tipos de células cancerosas
susceptibles de tratamiento con virus incluyen células neuronales, células gliales, células mielomonociticas y similares.
Los métodos proporcionados en el presente documento se pueden utilizar para tratar tipos de cancer que incluyen,
entre otros, mieloma, melanoma, glioma, linfoma y céanceres de pulmén, cerebro, estbmago, colon, recto, rifién,
prostata, ovario y mama. Un MV atenuado que contiene un polipéptido H modificado y un polipéptido F modificado
proporcionado en el presente documento se puede utilizar para tratar, por ejemplo, un linfoma (por ejemplo un linfoma
no Hodgkin).

Un virus proporcionado en el presente documento se puede administrar a un paciente en una solucién biolégicamente
compatible o un vehiculo de suministro farmacéuticamente aceptable, mediante administracién directa en un grupo de
células cancerosas (por ejemplo intratumoralmente) o sistémicamente (por ejemplo por via intravenosa). Las
formulaciones farmacéuticas adecuadas dependen en parte del uso y la via de entrada, por ejemplo transdérmica o
mediante inyeccién. Tales formas no deben impedir que la composicién o la formulacién lleguen a una célula diana
(es decir, a una célula a la que se desea suministrar el virus) o que ejerzan su efecto. Por ejemplo, las composiciones
farmacolégicas inyectadas en el torrente sanguineo deben ser solubles.

Si bien las dosis administradas variaran de un paciente a otro (por ejemplo dependiendo del tamafio de un tumor), se
puede determinar una dosis efectiva estableciendo como limite inferior la concentracién de virus que ha demostrado
ser segura como vacuna (por ejemplo 103 pfu) y aumentando a dosis mas elevadas de hasta 10'2 pfu, mientras se
sigue una reduccién en el crecimiento de células cancerosas junto con la presencia de cualquier efecto secundario
perjudicial. Una dosis terapéuticamente efectiva proporciona normalmente al menos una reduccién del 10 % en el
nimero de células cancerosas o en el tamafio tumoral. Los estudios de dosis creciente se pueden utilizar para obtener
un efecto deseado para un tratamiento viral dado (véase, por ejemplo, Nies y Spielberg, "Principles of Therapeutics,”
In Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, eds. Hardman, et al, McGraw-Hill, NY, 1996, pp
43-62).

Los virus proporcionados en el presente documento se pueden suministrar en una dosis que oscila, por ejemplo, de
alrededor de 10%pfu a alrededor de 10 pfu (normalmente >108 pfu). Se puede proporcionar una dosis
terapéuticamente efectiva en dosis repetidas. La dosis repetida es apropiada en casos en los que las observaciones
de sintomas clinicos o tamafio tumoral o ensayos de seguimiento indican que un grupo de células cancerosas o tumor
ha dejado de reducirse o que el grado de actividad viral esta disminuyendo mientras el tumor estéd alin presente. Las
dosis repetidas (utilizando el mismo o diferente virus modificado) se pueden administrar por la misma via que se utilizé
inicialmente o por otra via. Una dosis terapéuticamente efectiva se puede suministrar en varias dosis discretas (por
ejemplo con dias o semanas de diferencia). En algunos casos se puede proporcionar de una a alrededor de doce
dosis. En algunos casos, una dosis terapéuticamente efectiva de MV atenuado se puede suministrar por una
formulacién de liberacién sostenida.

Los virus proporcionados en el presente documento se pueden administrar utilizando un dispositivo para proporcionar
liberacién sostenida. Una formulacién para liberacién sostenida de un virus puede incluir, por ejemplo, un excipiente
polimérico (por ejemplo un gel hinchable o no hinchable, o colageno). Se puede proporcionar una dosis
terapéuticamente efectiva de un virus dentro de un excipiente polimérico, en donde la composicién de excipiente/virus
se implanta en un sitio de células cancerosas (por ejemplo en la proximidad o dentro de un tumor). La accién de los
fluidos corporales disuelve gradualmente el excipiente y libera de manera continua la dosis efectiva de virus durante
un periodo de tiempo. En algunos casos, un dispositivo de liberacién sostenida puede contener una serie de capas
activas y espaciadoras alternas. Cada capa activa de tal dispositivo contiene normalmente una dosis de virus
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embebida en excipiente, mientras que cada capa espaciadora contiene solo excipiente o bajas concentraciones de
virus (es decir, inferiores a la dosis efectiva). A medida que cada capa sucesiva del dispositivo se disuelve, se
suministran dosis pulsadas de virus. El tamafio/la formulacién de las capas espaciadoras determina el intervalo de
tiempo entre dosis y se optimiza segun el régimen terapéutico que se utiliza.

Un virus proporcionado en el presente documento se puede administrar directamente. Por ejemplo, un virus se puede
inyectar directamente en un tumor (por ejemplo un linfoma) que es palpable a través de la piel. En tal método se puede
utilizar también la guia ultrasénica. En algunos casos, la administracion directa de un virus se puede conseguir a través
de una linea de catéter u otro dispositivo de acceso médico, y se puede utilizar en combinacién con un sistema de
generacion de imagenes para localizar un grupo de células cancerosas. Mediante este método, un dispositivo de
dosificacion implantable se coloca normalmente en la proximidad de un grupo de células cancerosas utilizando un
alambre guia insertado en el dispositivo de acceso médico. Una dosis efectiva de un virus también se puede
administrar directamente a un grupo de células cancerosas que es visible en un campo quirdrgico expuesto.

En algunos casos, un virus proporcionado en el presente documento se puede suministrar sistémicamente. Por
ejemplo, el suministro sistémico se puede conseguir por via intravenosa a través de inyeccién o a través de un
dispositivo de suministro intravenoso para administracién de dosis multiples de un medicamento. Tales dispositivos
incluyen, entre otros, agujas de infusion aladas, catéteres intravenosos periféricos, catéteres de linea media, catéteres
centrales insertados periféricamente y catéteres o puertos colocados quirirgicamente.

El curso de |a terapia virica se puede seguir mediante evaluacion de cambios en sintomas clinicos (conocidos en la
técnica para cada tipo de cancer particular) o mediante seguimiento directo del tamafio de un grupo de células
cancerosas o tumor. Un método para utilizar un virus de la invencién para tratar cancer se considera efectivo si el
numero de células cancerosas, el tamafio tumoral, el nivel de antigeno especifico del tumor y/u otros sintomas clinicos
se reducen al menos en 10 por ciento después de la administracién del virus. Para un tumor sélido, por ejemplo, la
efectividad del tratamiento virico se puede evaluar mediante medicién del tamafio o peso del tumor antes y después
del tratamiento. El tamano tumoral se puede medir directamente (por ejemplo utilizando calibradores) o mediante
técnicas de generacién de imagenes (por ejemplo rayos X, generacién de imagenes resonancia magnética o
tomografia computarizada) o a partir de la evaluacion de datos 6pticos no relacionados con la imagen (por ejemplo
datos espectrales). Para un grupo de células cancerosas (por ejemplo células leucémicas), la efectividad del
tratamiento viral se puede determinar mediante medicién del nimero absoluto de células leucémicas en la circulacién
de un paciente antes y después del tratamiento. La efectividad del tratamiento virico también se puede evaluar
mediante seguimiento de los niveles de un antigeno especifico del cancer. Los antigenos especificos del cancer
incluyen, por ejemplo, antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno prostatico especifico (PSA), fosfatasa acida
prostatica (PAP), CA 125, alfa-fetoproteina (AFP), antigeno de carbohidrato 15-3 y antigeno de carbohidrato 19-4.

En algunos casos, los virus recombinantes (por ejemplo MV o Ad) que contienen un acido nucleico que codifica un
polipéptido H modificado y un acido nucleico que codifica un polipéptido F modificado proporcionados en el presente
documento se pueden utilizar para vacunar humanos (por ejemplo lactantes menores de 9 meses de edad o lactantes
menores de 15 afios de edad). Cuando se vacuna un lactante menor de 9 meses o 15 meses de edad utilizando los
MV proporcionados en el presente documento como una vacuna, la vacuna puede inducir eficazmente una respuesta
inmunitaria protectora contra la infeccién por MV aunque el lactante contenga anticuerpos anti-MV maternos. Por
ejemplo, un MV recombinante que contiene un &cido nucleico que codifica un polipéptido H modificado y un acido
nucleico que codifica un polipéptido F modificado se puede utilizar para estimular una respuesta inmunitaria contra MV
en un humano.

Cualquier paciente apropiado puede ser tratado utilizando los materiales y métodos descritos en el presente
documento. Por ejemplo, un paciente de cancer tratado o un lactante vacunado utilizando un MV recombinante descrito
en el presente documento puede ser un mamifero (por ejemplo humano, primate no humano, perro y gato), ave o
reptil.

EJEMPLOS

Eiemplo 1 - MV recombinantes

Se produjo un virus de sarampién (MV#1) con una proteina H modificada (SEQ ID NO:3) que tenia las siguientes
sustituciones de aminoacidos (con respecto a SEQ ID NO:1): H17S, D149N, S189P, G211S, E235G, N238D, S240N,
L249P, L276G, V280l, N282K, G302R, E303G, Y310C, Q311R, Q334H, A359T, K364N, R377Q, M378K, P397L,
N405S, D416N, T420A, V421A, L423P, F476L, N481Y, K488E, G491D, H495R, D505T, R533G, S546G, R547G,
F552V, V562T, D574A, K576R, 15941, G603E, T609N, G613E y T614A. Esta proteina H modificada (SEQ ID NO:3)
se produjo mediante introduccién de 19 mutaciones puntuales en la proteina hemaglutinina del virus del sarampién
(SEQ ID NO:9) de la cepa de tipo salvaje MVi/Madrid.SPA/50.10 (genotipo H1). Las 19 mutaciones puntuales eran
S189P, E235G, N238D, L249P, G302R, Y310C, Q311R, R377Q, M378K, D416N, N481Y, K488E, G491E, H495R,
D505T, R533G, S546G, R547G y F552V.
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Una cepa de la vacuna contra MV (MV#2) y la MV#1 recombinante se incubaron durante 1 hora a 37°C con mAb
mostrado en la Figura 1 antes de la infeccion de células Vero/hSLAM sembradas en una placa de 96 pocillos. El
numero de focos eGFP positivos infectados se conté por cuadruplicado 48 horas después de la infeccién y se expresé
como porcentaje del nimero de focos EGFP positivos infectados en ausencia de nAb. MV#1 evité neutralizar
anticuerpos dirigidos a multiples sitios antigénicos. Las modificaciones de la proteina H que contribuyeron a que MV#1
escapara de la neutralizacion se muestran en la Figura 1.

Para determinar la resistencia de MV#1 al antisuero humano contra el sarampién, se sometieron a deplecién los
anticuerpos especificos de glicoproteina MV (por ejemplo H reactivos y F reactivos) a partir del suero humano inmune
al sarampion. Se diluyeron muestras de suero 1:10 en medio de cultivo (RPMI 1640 (CORNING, Manassas, VA, USA)
sin suero fetal bovino (FBS)) y posteriormente se cultivaron durante 4 dias en una monocapa de células Mel-JuSo que
expresaban o no expresaban glicoproteinas de MV. Se recogieron los sobrenadantes y se analizaron en una dilucién
final de 1:100 para detectar la presencia de anticuerpos especificos de H o F o VCA mediante un ensayo de
inmunofluorescencia medido por FACS, utilizando las células de melanoma transfectadas de manera estable Mel-
JuSo/MV-H o Mel-JuSO/MV-F como células diana. Los anticuerpos especificos de VCA contra el virus de Epstein-Barr
(EBV) se cuantificaron mediante un ELISA comercial (IBL International, Hamburgo, Alemania). MV#1 se neutralizé
eficientemente por anticuerpos F reactivos en suero humano inmune al sarampién. Se utiliz6 un ensayo de
microneutralizacion de reduccion de placa fluorescente para determinar la inmunidad anti-MV-H inducida tras la
vacunacion. MV#1 era resistente al componente H reactivo de la respuesta de anticuerpos humanos contra el
sarampién.

Para confirmar que, aparte de los anticuerpos especificos de la proteina H de MV, los anticuerpos especificos de la
proteina F de MV también son importantes para la neutralizacion de MV, se produjo otro virus del sarampién de la
cepa Edmonston de tipo salvaje (MV#3) mediante reemplazo de la proteina F de MV de un MV de la cepa Edmonston
de tipo salvaje con una proteina F de CVD de la cepa Ondersterpoort de tipo salvaje. Se produjeron otros dos virus
del sarampién (MV#4 y MV#5). MV#4 se produjo mediante reemplazo de la proteina H de MV de un MV de la cepa
Edmonston de tipo salvaje por una proteina H de CDV de tipo salvaje. MV#5 se produjo mediante reemplazo de la
proteina F de MV de MV#4 por una proteina F de CDV de tipo salvaje (por ejemplo la cepa Ondersterpoort). En la
Figura 2 se muestran representaciones esquematicas de virus MV#3, MV#4 y MV#5. Los virus MV#2, MV#3, MV#4 y
MV#5 se probaron de la siguiente manera. Se infectaron células Vero/cSLAM con los diferentes virus y se tomaron
microfotografias 48 horas después de la infecciéon. Se realizé un ensayo de neutralizacién y este revelé que tanto MV
H como MV F provocan anticuerpos neutralizantes.

Una fusién heterotipica productiva de CDV Ondersterpoort y MVH#1. las células CHO que expresaban o no los
receptores de MV se sembraron en una placa de 24 pocillos y se sometieron a cotransfeccién con plasmidos que
codifican las proteinas MVH#1 (1 ug) y F (1 ug; cepa de la vacuna contra MV, MVF; cepa de la vacuna Ondersterpoort,
CDV F). Se evalu6 la formacién de sincitio 24 horas después. Los resultados de la actividad de formacién de sincitio
demostraron que CDV F puede desencadenar la fusién sin alteracion en la formacién de sincitio cuando se coexpresa
con MVH#1 de manera dirigida. Se rescaté un virus que codificaba tanto MVH#1 como CDV F y este confirmé el
monotropismo de células que expresan CD46.

Los patrones de expresién superficial para los receptores de MV se examinaron utilizando citometria de flujo. Dos dias
después de la infeccion se evalud la infeccién productiva al microscopio. Estos resultados demostraron que el MV que
codifica MV#1 y CDV F se propag0 eficientemente en células que expresan el receptor CD46.

Se inmunizaron ratones C57BL/6 (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, EEUU) a través de suministro hidrodinamico
con plasmido pCG (5 pg) que codifica para la proteina MVH de MV#1. La capacidad de neutralizaciéon de los
anticuerpos generados se evalué 4 semanas después de la recogida de sangre de la vena yugular. Los sueros de
ratones se inactivaron con calor y se diluyeron en serie en Opti-MEM. Se mezclé un volumen igual de virus respectivos
que codifican diferentes proteinas del gen MVH a 30 PFU/pocillo con los respectivos anticuerpos policlonales en varias
diluciones en serie 2 veces en placas de 96 pocillos (Costar Corp., Cambridge, MA, USA), se incubaron a 37°C durante
1 hora y se inocularon en células Vero/hSLAM confluente al 80 hasta al 90 %. Se visualizé la autofluorescencia de
eGFP bajo un microscopio fluorescente después de 2 dias de cultivo y se dio un titulo de neutralizacién como la
dilucién mas alta que bloquea el 100 % de la infectividad viral. Estos resultados demostraron que MV#1 provoco una
respuesta del anticuerpo neutralizante dirigida por la glicoproteina H que neutraliza de manera cruzada cepas de MV
de tipo salvaje.

Ejemplo 2 - MV _recombinantes adicionales

Para este Ejemplo 2, MV se denomina MeV; MV#1 se denomina MeVA7, A7 o A8; MV#2 se denomina MeV#1; MV#3
se denomina Virus 3; MV#4 se denomina MeV#4; y MV#5 se denomina MeV#2. La sintesis de varios de estos se
describié de nuevo en el Ejemplo 2 y algunos de los datos presentados en el Ejemplo 1 se presentaron también en el
Ejemplo 2. Ademas, se utilizo MeVA7 para generar el virus A8.
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Células y virus

Se cultivaron células Vero (CCL-81, ATCC), células Vero transfectadas humanas (Vero/hSLAM) (Ono et al., J. Virol.,
75(9):4399-401 (2001)) y caninas (Vero/dogSLAM) (von Messling et al., J. Virol., 77(23):12579-91 (2003)) SLAM en
medio esencial minimo modificado de Dulbecco (DMEM) (HyClone, GE Healthcare Life Science) suplementado con
5 % (vol./vol.} de suero bovino fetal inactivado por calor (FBS) (Gibco) y 0,5 mg/mL de Geneticina (G418; Coming)
(Vero/hSLAM) or 1 mg/mL Zeocin (ThermoFisher, Walthman MA) (Vero/dSLAM). Se cultivaron células de ovario de
hamster chino (CHO), CHO-CD46 (Nakamura et al., Nat. Biotechnol., 22(3):331-6 (2004)), CHO-SLAM (Tatsuo et al.,
Nature, 406:893-6 (2000)) y CHO-N4 (Liu et al., J. Virol., 88(4):2195-204 (2014)) como se ha descrito. Se mantuvieron
células de rifibn de hamster bebé (BHK) en DMEM-10 % FBS. Se propagaron virus como se describe en otra parte
(Munoz-Alia et al., J. Virol., 91(11):e00209-17 (2017); Munoz-Alia et al., PLoS One, 13(2):e0192245 (2018)).

Construcciones y rescate de MeV recombinantes

El MeV recombinante se basé en el clon de ADNc molecular de la cepa de la vacuna Moraten/Schwartz contenida en
el plasmido p(+)MeV¥a2(EGFP)N (del Valle et al., J. Virol., 81(19):10597-605 (2007)). En este plasmido, la proteina
fluorescente verde potenciada (EGFP) se inserté aguas arriba en el gen N. Para evitar la inestabilidad del plasmido
en su propagacion en bacterias, el esqueleto del plasmido se reemplazd por el vector pPSMART®LCkan (Lucigen,
Middleton, W) de manera escalonada siguiendo dos enfoques. En el primer enfoque, se afiadié al vector un sitio de
clonaciéon multiple que comprendia enzimas de restriccion Sacll y Notl. Entonces se insertd un promotor T7 6ptimo
seguido de una ribozima cabeza de martillo (HHrbz) (Figura 7) aguas arriba del genoma viral mediante insercioén de la
secuencia directamente en el cebador directo, amplificando el genoma MeV hasta un sitio de restriccion interno Unico
Sacll ubicado al comienzo del gen P. Entonces se insert6 el fragmento Sacll-Notl en el plasmido p(+)MVYa2(EGFP)N
en el vector pPSMART®LCkan igualmente digerido. En el segundo enfoque, se sintetizé y se ligo al vector un casete
que contenia el promotor del nucleo del factor de Elongacién Humano 1a, el intrén quimérico, el promotor de ARN
polimerasa T7, HHrbz y los sitios de clonacién. Todas las propagaciones de plasmido se realizaron en células
de Escherichia coli StbI2™ (Invitrogen, 10268019) cultivadas a 30 °C.

Para producir MeV de intercambio de envoltura se utilizaron genes H (CDV-H) y F (CDV-F) de la cepa de la vacuna
Ondersterpoort de CDV contenidos originalmente en el plasmido pCG (von Messling et al., J. Virol., 75(14):6418-27
(2001)). Para reemplazar MeV-H del esqueleto de MeV se utilizé en primer lugar mutagénesis dirigida al sitio (kit de
mutagénesis dirigida al sitio QuikChange, Agilent) para eliminar un sitio Spel en CDV-H, y después se introdujo una
sustitucion Y537D para reducir la unién mediante anticuerpos neutralizantes de reactividad cruzada en sueros
humanos (Zhang et al., Virology, 482:218-24 (2015)). Se introdujeron sitios de restriccién Pacl y Spel (subrayados) al
comienzo y al final del gen, respectivamente, mediante reaccién en cadena de polimerasa utilizando el cebador directo
5'-ttaattaaaacttagggtgcaagatcatcgataatgctcccctaccaagacaagg-3' y cebador inverso 5'-
actatggtatgcctgatgtctgggtgacatcatgtgattggticactagcagecttaatggtggtgatggtggtggetecceecttg
cggccgeggecggcetgggecgctctaccctcgatacggttacatgagaatcttatacggac-3', dejando inalterada la regiéon no traducida
(UTR). El producto de PCR se digirié con Pacl y Spel y se cloné en el esqueleto de MeV. Para reemplazar MeV-F del
plasmido antigenémico MeV se digiri6 pCG-CDV-F con Hpal/Spel y se inserté en pCG-MeV-F igualmente digerido. El
fragmento Narl/Spel de este plasmido se utilizé entonces para reemplazar el de MeV.

La recuperacién de MeV recombinantes (rMeV) se realizé mediante cotransfeccién de plasmido antigenémico rMeV,
plasmidos de soporte N, P y L derivados de un genotipo B3.1 aislado de MeV (Munoz-Alia et al., Virus Res., 196:122-
7 (2015)) y una polimerasa de RNA T7 optimizada para coddn (obtenida a partir de Behur Lee, plasmido Addgene
65974), con reactivo de transfeccion Lipofectamine LTX/PLUS (Invitrogen). Las células transfectadas se cocultivaron
con células VerolhSLAM y a continuacién se amplificé el virus. La identidad de los MeV recombinantes se confirmé
mediante secuenciacion de Sanger después de la extraccion de ARN de células infectadas.

Ensayo de fusion

Se transfectaron células (5x10%/pocillo en una placa de 6 pocillos) utilizando Fugene HD (Promega) con (1 pg) de
plasmido pCG que codifica para la cepa de la vacuna contra MeV-F y pCG que codifica el MeV-H apropiado. Se evalud
la actividad de fusion 24 horas después tras tincion con Hema-Quik (Fisher Scientific 123-745).

Para cuantificar la fusién celular se utilizé el ensayo de luciferasa doblemente dividida como se describié en otra parte
(Saw et al., Methods, 90:68-75 (2015)). Brevemente se transfectaron células efectoras BHK (3 x 10%) en una placa de
96 pocillos con 33 ng de cada uno de los plasmidos de expresion MeV-H y MeV-F y uno de los plasmidos de luciferasa
dividida, DSPs-11 (obtenido de Z. Matsuda). Como control, solo se transfectaron los plasmidos MeV-F y DSPg-11. Se
transfectaron 2 x 105 células por pocillo en placas de 6 pocillos de células diana, células CHO y células CHO que
expresaban los respectivos receptores del virus del sarampién con 1,5 ug del otro plasmido reportero doblemente
dividido (DSP1-7). 24 horas después de la transfeccion se separaron las células diana con Versene (Life Technologies)
y se cocultivaron con las células efectoras en medios Fusion (DMEM-F12 sin rojo de fenol + HEPES 40 mM),
suplementado con dilucién 1:1000 del sustrato de luciferasa permeable a la célula EnduREN (Promega). La
13
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luminiscencia resultante de la fusion celular y la mezcla del contenido citoplasmatico entre células objetivo y efectoras
se siguié con un luminémetro Topcount NXT (Packard Instrument Company, Meriden CT) en los puntos temporales
indicados. Los datos representaban la media y la desviacion estandar de tres réplicas para cada plasmido H.

Andlisis FACS y Cuantificacion de Moléculas de Superficie Celular

Las células se lavaron y se separaron utilizando Versene (Gibco) y se incubaron inmediatamente con anticuerpos anti-
SLAM conjugados con ficoeritrina (FAB1642P; R&D Systems), anti-CD46 (FAB2005P; R&D Systems) y anti-nectina-
4 (FAB2659P; R&D Systems), o con anticuerpo de isotipo de control (IC0041P; R&D Systems). Tras la incubacién
durante 1 hora a 4°C, las células se lavaron de nuevo y se midi6 la fluorescencia en un sistema de citometria de flujo
FACSCanto (BD Bioscience). Se estim6 el nimero de receptores por célula en referencia a perlas de calibraciéon (BD
QuantiBrite; BD Biosciences).

Proteinas Recombinantes y Ensayos de Union

La secuencia codificante del ectodominio CD46 (residuos 35-328) se amplifico a través de PCR a partir del vector
pGEM-CD46 (Sino Biologicals Inc., HG12239-G) y se insertd en el vector pFUSE (pfc1-hg1e3; Invivogen) en marco
con la secuencia lider de la cadena Ig k murina y una secuencia de disociaciéon de proteasa 3C en el extremo 5" de la
regién Fc utilizando kit de clonacién In-Fusion (Clontech). Las proteinas recombinantes CD46-Fc, SLAM-Fc, y nectina-
4-Fc (Munoz-Alia et al., PLoS One, 13(2):e0192245 (2018)) se expresaron en células Expi293 (Gibco) y se purificaron
a partir del sobrenadante de cultivo como se describié en otra parte (Munoz-Alia et al., PLoS One, 13(2):e0192245
(2018)). La expresion y la purificacién de MeV-H soluble recombinante se realizé como se describié en otra parte
(Munoz-Alia et al., J. Virol., 91(11):e00209-17 (2017)). La unién de los receptores Fc a MeV-H se determiné mediante
ensayo de inmunoabsorcion enlazado a enzimas como se describio en otra parte (Munoz-Alia et al., PLoS One,
13(2):e0192245 (2018)). La absorbancia a 450 nm se midié en un lector de microplacas Infinite M200Pro (Tecan). Los
datos se analizaron utilizando el software Prism (GraphPad) y se ajustaron a un modo de saturacién de unién a un
sitio para determinar la concentraciéon de semisaturacion (valores de Kd aparentes [constante de disociacion]). Los
valores presentados exhibieron un ajuste excelente (R%>0,99).

Contenido en proteina virica

Se calentaron preparaciones de virus en presencia de DTT, se fraccionaron en gel de poliacrilamida Bis-Tris al 4-12
% y se transfirieron a membranas de PDVF. Entonces se analizaron transferencias con anti-MeV-Hcyt, anti-MeV-N,
anti-MeV-F y anti-GFP sondeadas con anticuerpo de conejo secundario conjugado (ThermoFisher, #31642). Las
transferencias se revelaron con Sustrato Quimioluminiscente SuperSignal Wester Pico (ThermoFisher) y se analizaron
bajo un Sistema de Generacién de Imagenes ChemiDoc (BIO-RAD).

Ensayos serologicos

Se realizé el ensayo de neutralizacién virica en base al ensayo de microneutralizacién por reduccién de placa basada
en fluorescencia (PRMN) como se describié en otra parte (Munoz-Alia et al., J. Virol., 91(11):e00209-17 (2017); Munoz-
Alia et al., PLoS One, 13(2):e0192245 (2018); and Munoz-Alia et al., Virus Res., 236:30-43 (2017)). Cada ensayo se
repitid al menos dos veces en dias diferentes con cuatro réplicas por ensayo. Se calculd la concentracién inhibitoria
del cincuenta por ciento (ICso) tras ajuste de los datos a una dosis-respuesta sigmoidal (pendiente variable) con el
software GraphPad (Prism 7).

Se generaron antisueros anti-MeV-H de conejo mediante inmunizacion con adenovirus que expresaba MeV-H de la
cepa de la vacuna (Lech et al., PLoS One, 8(1):€52306 (2013)).

Se obtuvieron los siguientes reactivos a través de recursos BEI, NIAID, NIH: Anticuerpos Policlonales contra el Virus
del Moquillo canino, Lederle Avirulento (antisuero, hurén), NR-4025; y anticuerpos policlonales contra el Virus del
Sarampion, Edmonston, (antisuero, cobaya), NR-4024.

Se produjeron anticuerpos antihemaglutinina monoclonales murinos y se caracterizaron como se describié en otra
parte (Mufioz-Alia et al., Virus Research, e00209-17 (2017); Ziegler et al., J. Gen. Virol., 77(Pt 10):2479-89
(1996); Fournier et al., J. Gen. Virol., 78:1295-302 (1997); Ertl OT. Regiones inmunodominantes y nuevos dominios
funcionales en la proteina hemaglutinina del virus del sarampién. Alemania: Eberhard Karls University; 2003; Hu et al.,
Virology, 192:351-4 (1993); and Masse et al., J. Virol., 78(17):9051-63 (2004)). Se generaron anticuerpos policlonales
por inyeccién hidrodinamica de base génica (Liu et al., Gene Ther., 6(7):1258-66 (1999)) de ratones C57BL/6 con 20
ug de ADN plasmidico.

Se recogi6é suero humano del banco sérico Erasmus MC' a partir de sujetos sanos de 17-18 afiod de edad (de Swart
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et al,, J. Virol., 79(17):11547-51 (2005)). Es probable que nunca hayan estado expuestos al MeV de tipo salvaje y
recibieron una vacuna contra el sarampién monovalente a la edad de 14 meses y una vacuna contra el sarampion, las
paperas y la rubéola a la edad de 9 afios. Todos los sueros policlonales y ascitis que contenian mAb se inactivaron
por calor (30 minutos, 56°C) antes de la prueba.

Se determiné el titulo de IgG del virus de Epstein-Barr (BCA) mediante un ensayo disponible comercialmente (IBL
International GMbH, cat. No. 57351). El ensayo para |la determinacién de niveles de IgG especificos de MeV se realizé
como se describié en otra parte (de Swart et al., J. Virol., 79(17):11547-51 (2005); y de Swart et al., J. Virol. Methods.,
71:35-44 (1998)).

Modelizacion estructural

Se generd un modelo de MeV-H sigiloso con confianza >90 % utilizando el programa Phyre2 (Kelley et al., Nat. Protoc.,
10(6):845-58 (2015)). Después se sometid la estructura a glicosilacién in silico utilizando el servidor GlyPro
(http://'www.glycosciences.de), que produjo un modelo complejo de N-glicano pentaantenarios en todos los sitios de
N-glicosilacion previstos, incluyendo N168 y N187, que forman parte de regiones desordenadas. Los receptores CD46
de la coestructura cristalografica MeV-H/CD46 (PDB 3INB) se superpusieron y se manipularon utilizando el software
PyMOL (http://pymol.org).

Andlisis estadistico

Se calculé el significado estadistico con GraphPad Prism 7 siguiendo la prueba estadistica apropiada.
Resultados

Modelizacién de una deriva antigénica en MeV-H

El MeV-H tiene siete sitios antigénicos principales y las mdltiples interrupciones de hasta cuatro de esos sitios no
anulan la neutralizacién de anticuerpos policlonales (Munoz-Alia et al., J. Virol., 91(11):e00209-17 (2017); Lech et al,,
PLoS One, 8(1):€52306 (2013); and Munoz-Alia et al., PLoS One, 13(2):0192245 (2018)). Es posible que, debido a
la falta de inmunodominancia de células B, la ablacion de todos los sitios antigénicos puede generar una variante no
neutralizable. Para explorar esto, todos los epitopos descritos para MeV-H se interrumpieron sistematicamente. El
disefio experimental se basé en la incorporacién de selecciones espontaneas de mutantes de escape de mAb
neutralizantes sobre el fondo de MeV-H de genotipo H1. Esta cepa particular se eligié en base a una observacion
previa de ser uno de los MeV-H antigénicamente mas avanzados (Munoz-Alia et al., PLoS One, 13(2):e0192245
(2018)), lo que permitiria minimizar la alteracion de la proteina MeV-H, rigida de otro modo(Fulton et al., Cell Rep.,
11(9):1331-8 (2015)). Se generd una lista de regiones de unién de nAb y las rupturas de esas regiones se combinaron
en un Unico MeV-H, denominado A7 en el presente documento (también conocido como MV#1 en el Ejemplo 1)(Tabla
3).

Tabla 3.
?Sitios antigénicos éNombres alternativos §Sustituci6n gReSistencia amAb {Referencias
q) ............................... o N232KH015’BH130 .................. B
[aLVLFA’LE’V e s C
G302R ..................... L C
Y310C ................... BH038’BH141’[_29A ...................................................................
‘ \Q31IR E103 .C :
— NE’[V H047’BH059’BH12

a I, SSE, VII

I, SSE, VII

HIL, TITA, IIIB, VIL RBE, E

D505T 80-11-B2 G
R533G {CI55 16DE6 HF
R547G i20H6 E
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Sitios antigénicos éNombres alternativos Sustitucién gReSistencia amAb Referencias
F552V 141 F
| 3 R377Q’M378KL77 ........................................ [
v "Lazo’, HNE. I, E3, D, D/E §P397L 'BHO006, BH216 (54)
‘ \N4058 18905 H :
E471K ................... BH030Ejemplozenelpresentedocumento

§A= Lech et al., PLoS One, 8(1):e52306 (2013).

{B= Munoz-Alia et al., PLoS One, 13(2):e0192245 (2018).
{C= Tahara et al., J. Virol., 87(1):666-75 (2013).
ﬁD:Munoz—Alia etal., J. Virol., 91(11):e00209-17 (2017).
{E=Lech et al., Virology, 454-455:237-46 (2014).

%F:Hu et al., Virology, 192(1):351-4 (1993).

{G=Hummel et al., J. Virol., 69(3):1913-6 (1995).
{H=Mufioz-Alfa et al., Virus Research, 236: 30-43 (2017).
ﬁI:Liebert et al., J. Virol., 68(3):1486-93 (1994).
{J=Finsterbusch et al., J. Gen. Virol., 90:2739-45 (2009).

Ingenieria de tropismo en MeV-H

Dado que las mutaciones en el sitio antigénico I (sitio de unién a receptor, RBS) eran incompatibles con el tropismo
de tipo salvaje (SLAM y nectina-4), el plan era cambiar la especificidad del receptor hacia CD46 a través de una serie
de sustituciones de aminoacidos: N481Y (Lecouturier et al., J. Virol., 70(7):4200-4 (1996)), H495R (Okada et al., J.
Virol., 83(17):8713-21 (2009)) y S546G (Shibahara et al., J. Gen. Virol., 75:3511-6 (1994)). Para evaluar el impacto de
las sustituciones de aminoacidos en la actividad de fusién dependiente del receptor, se realizé la expresion transitoria
de los mutantes de MeV-H en combinacién con MeV-F derivado de la vacuna. También se rescataron los
correspondientes MeV recombinantes mediante genética inversa, ya que la transmision célula-célula se puede
producir en ausencia de formacién obvia de sincitio (Langedijk et al., J. Virol., 85(21):11242-54 (2011)). Los resultados
se mostraron en la Figura 8. Cuando se utilizé la cepa (A) de la vacuna contra MeV-H, se observo tanto la entrada del
virus como la fusién celular en células CHO que expresaban SLAM, CD46 o nectina-4. De manera similar, MeV-H H1
permitié la entrada del virus y la formacién de sincitios en las células que expresaban SLAM y nectina-4. La
introduccién de N481Y, H495R o H495R/S546G en este Ultimo contexto no aumenté significativamente la actividad de
fusion dependiente de CD46 como se observo en los ensayos de transfeccion transitoria. Sin embargo, se observo la
entrada del virus en ausencia de formacién de sincitio para los mutantes N481Y y H495R/S546G. La inclusion de
H495R en el contexto del mutante N481Y restaurd los niveles de fusion dependiente de CD46 a los observados por
MeV-H A. La adicion de S546G en este mutante mejor6 casi 2 veces la fusion dependiente de CD46 y se observé un
aumento similar con el mutante N481Y/S546G. Sin embargo, la infeccion por mejora dependiente de CD46 solo se
observé cuando se utilizé el triple mutante (N481Y/H495R/S546G), por lo que se eligié esta combinacién como fondo
de mutaciones de escape de nAb.

MeV-H puede resistir sistematicamente la neutralizacion por 30 anticuerpos monoclonales murinos conocidos

La Tabla 3 se utilizé inicialmente como base para generar un virus de escape de dominio globular MeV-H. Utilizando
esta informacién, junto con las sustituciones de triple tropismo CD46, se disefi¢ directamente un virus A7, en el que
estan interrumpidos los siete sitios antigénicos operacionalmente no solapantes descritos hasta ahora (P, la, Ib, lla,
lib, 1l 'y IV) (Figura 9A). Para determinar si el nimero de mutaciones introducidas era suficiente para anular la
neutralizacion de otros nAb especificos para cada sitio, se determind la sensibilidad de neutralizacion de los virus que
poseian MeV-H A, H1 y A7 frente a un panel de 30 mAb. Los resultados se resumieron en la Figura 9B, mostrando
que los virus A fueron neutralizados por los 30 nAb probados, mientras que este nimero se redujo a 18 para virus H1.
En el otro extremo, los virus A7 solo fueron neutralizados por nAb BH030.

El hecho de que tanto el virus A7 como el H1 fueran neutralizados de manera similar por BHO30 indicaba que las
mutaciones introducidas en A7 no eliminaron este epitopo nAb. Sin embargo, ambos virus mostraron una reduccion
de 18 veces en la sensibilidad a la neutralizacién en comparacion con los virus A (ICso de 1312 ng/mL frente a 71,6
ng/mL}).

Se realizé lo siguiente para determinar si el fenotipo era aplicable a otras proteinas MeV-H especificas de tipo salvaje
o si era una peculiaridad del fondo del genotipo H1 utilizado. El analisis de neutralizacién indicaba que los virus H1
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poseian cierta resistencia a la neutralizacién por BH030 en comparacién con virus A, B3.1, C1, D4, D6, D7, D8, D9, F
y G. Sin embargo, los virus C2 mostraron una falta completa de sensibilidad a la neutralizacién (Figura 10A). Sobre la
base del analisis secuencial de la secuencia de aminoacidos y la estructura molecular de MeV-H, se identificé una
mutacién E471K como un candidato para la resistencia a nAb (Figura 10B). Para confirmar estas predicciones, se
inserté la mutacién E417K en el virus A7 (este nuevo virus se denominé el "virus A8") y se evalud la sensibilidad de
neutralizacion del virus A8 a nAb BHO030. A diferencia de los virus A7, los virus A8 mostraron un escape completo de
la neutralizacion mediada por BHO30 (Figura 10C). Curiosamente, E471 se sitda dentro de la regién asignada al sitio
antigénico llb (Il en Tahara et al., J. Virol., 87(1):666-75 (2013) o "epitopo apantallado por azucar" in Tahara et al.,
Viruses, 8(8): pii:E216 (2016)), que se define por estar enmascarado por un azucar enlazado a N416 presente en
algunos genotipos (Figura 10D). Para confirmar que un azlcar adherido a N416 no protege de la neutralizacion de
BHO030, se probé la sensibilidad de neutralizacién de un virus A mutante D416N (Mufioz-Alia et al., PLoS One,
13(2):e0192245 (2018)). Dado que los virus A7 también poseian un azlicar N416, no se observé resistencia a la
neutralizacién, lo que sugiere que BH030 podria dirigirse a un nuevo sitio antigénico operacionalmente no superpuesto
(disefiado como V en el presente documento, que presumiblemente se expande entre los sitios antigénicos llb y 1l
(Figura 10D). Estos resultados mostraron que las mutaciones de residuos clave en los principales sitios antigénicos
pueden combinarse para dar lugar al escape de neutralizacién de un gran panel de 30 anticuerpos neutralizantes.

La eliminacion de epitopos en MeV-H suprime la neutralizacién cruzada

Se realiz6 lo siguiente para determinar si la interrupcion del epitopo de células B en MeV-H afectaba a su antigenicidad.
Se administr6é a ratones una inyeccién hidrodinamica de plasmido codificante MeV-H y se evaluaron las respuestas
de anticuerpos un mes después (Figura 11A). Los ensayos de neutralizacién mostraron que los ratones inmunizados
con MeV-HA7 tenian un titulo de anticuerpos neutralizantes inferior a MeV-HA pero no alcanzaron significado
estadistico, probablemente debido a la variabilidad (Figura 11B). Sin embargo, MeV-HAS8 fue incapaz de generar
niveles detectables (Figura 11C). Seguidamente se evalué si MeV-HA8 generaba anticuerpos de reactividad no
cruzada contra nuevos epitopos mediante el sondeo de la actividad de neutralizacién de los propios virus A8. Los
resultados mostrados en la Figura 11C mostraron que los virus A8 se neutralizaron por anticuerpos homotipicos, es
decir, anticuerpos activados por inmunizacién con MeV-H A8, como lo fue por anti-MeV- H H1 y A7, por tener epitopos
en comun pero distintos de MeV-H A. Los anticuerpos neutralizantes inducidos por la inmunizacién con MeV-HA no
ejercieron una actividad neutralizante contra los virus A8. Entonces, la eliminacion de multiples sitios antigénicos
suprime la neutralizacién cruzada y permite que el virus escape de una respuesta policlonal anti-MeV-H.

Los virus A7 pueden escapar de anticuerpos neutralizantes inducidos por la vacuna contra el sarampién policlonal si
estan desprovistos de anticuerpos especificos de MeV-F

Diferentes modelos animales podrian exhibir un repertorio de anticuerpos diferente (Nachbagauer et al., Nat. Immunol.,
18(4):464-73 (2017)). La respiracién de anticuerpos surgidos en conejos después de la inmunizaciéon con MeV-H A se
evalud a través de andlisis de neutralizacién. Aunque el virus A8 mostré una tendencia a la neutralizacién (Figura
12A), exhibié una reduccién de 8 veces (3 log2) en el titulo NDso en comparacién con el virus vacuna. Dado que una
diferencia de 4 veces (2 log2 o unidades antigénicas (Smith et al., Science, 305(5682):371-6 (2004)) o superior justifica
una actualizacion de la vacuna contra la gripe estacional humana (Russell et al., Vaccine, 26(Suppl 4):D31-4 (2008);
and Garten et al., Science, 325(5937): 197-201 (2009)), el virus A8 se consider6 de manera significativa diferente
antigénicamente del virus vacuna. Por el contrario, el virus precursor inmediato (A7) era antigénicamente indistinguible
como lo era el precursor parental (H1). Debido a que una mutacién K471E distingue virus A7 de A8 y conduce a una
variacién antigénica, existia el deseo de asegurar que las diferencias antigénicas fueran el resultado de la combinacién
de todas las selecciones de mutantes mAb-escape y no de la existencia de mutantes dominantes. Por lo tanto, se
probé un panel previo de MeV recombinante que poseia otras proteinas génicas MeV-H especificas del genotipo
(Munoz-Alia et al., J. Virol., 91(11):e00209-17 (2017}; y Munoz-Alia et al., PLoS One, 13(2):e0192245 (2018)). Fue de
particular interés el MeV C2, ya que poseia la mutacion K471E. Sin embargo, las diferencias en los titulos de PRMN
eran menos de 2 veces en todos los casos y, por lo tanto, se consideraron insignificantes. En general, estos resultados
sugieren que la variacién antigénica en el virus del sarampion tiene un componente incremental y pulsado; es decir,
mas alla de un umbral antigénico, las sustituciones de aminoacidos podrian tener un efecto acumulativo.

Dado que los virus A7, pero no los A8, podrian utilizarse potencialmente como prevacuna en lactantes con anticuerpos
maternos, se realizaron pruebas para probar si la variaciéon antigénica en A7 podria conducir a un menor
reconocimiento por sueros de pacientes que han recibido la vacuna contra el sarampién. Esto implicé inicialmente la
seleccion para prueba de seis muestras de sueros de individuos holandeses de 17 a 23 afios de edad en el momento
de la recogida de suero. En base al titulo de neutralizacién y al registro de brotes de sarampion en los Paises Bajos,
es probable que las muestras humanas correspondan a receptores de dos dosis de vacuna contra el sarampion. El
virus A7 y la cepa de la vacuna fueron probados por PRMN con sueros humanos #126, #128, #129, #134, #136 y
#137. El titulo medio de NDsp para los virus A8 era 1,41 veces inferior (0,50 unidades antigénicas) que el del titulo
homologo de la cepa de la vacuna, lo que indica una falta de variacion antigénica entre los dos virus. Se encontré una
correlacién entre anticuerpos especificos de MeV-H y MeV-F (Pearson R=0,54, p<0,05). Para probar si los anticuerpos
especificos de MeV-F enmascaraban una posible variacion antigénica, los anticuerpos especificos de MeV-F se
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sometieron a deplecién y se repitio el ensayo. Como se ilustra en la Figura 12B, la incubacion de los sueros humanos
con células transfectadas simuladas (condicién 1) no dio lugar a una disminucién de anticuerpos IgG especificos de
MeV-F en comparacién con la muestra no tratada (condicién 0). Por el contrario, la incubacién con células que
expresan MeV-F dio lugar a la deplecién de anticuerpos especificos de MeV-F, mientras que los niveles de anticuerpos
especificos de MeV-H permanecieron inalterados. Para tener en cuenta los pequefios factores de dilucién introducidos
en las diferentes condiciones de deplecion, se probaron adicionalmente los anticuerpos IgG de VCA de Epstein Barr,
ampliamente extendidos en la poblacién humana, y se utilizaron como control del nivel de anticuerpos utilizados de
los mismos (Figure 12C). Entonces se volvio a analizar la capacidad de neutralizacién de sueros humanos no agotados
y sometidos a deplecion de MeV-F. Mientras que los sueros humanos sometidos a deplecién de MeV-F perdieron una
potencia de neutralizacién insignificante frente al virus vacuna (1 unidad antigénica), la reduccion fue ahora significativa
(7 veces) cuando se compararon virus A7 con el virus vacuna (Figura 12D).

Estos resultados indican que la vacunacién en humanos induce una respuesta de anticuerpos neutralizantes mas
estrecha que en conejos, y los virus A7 podrian cerrar potencialmente la brecha de vacunacién para jévenes lactantes
si carecen de anticuerpos anti-MeV-F.

MeV-H y MeV-F provocan anticuerpos neutralizantes

Los anticuerpos neutralizantes contra MeV-F en sueros humanos inmunes al sarampién pueden amortiguar el efecto
de sustituciones antigénicas acumulativas en MeV-H. Para obtener méas informacién sobre la contribucion de dos
glicoproteinas MeV a la neutralizacién del virus, se utilizé un enfoque doble: 1) Deplecidén de anticuerpos especificos
de MeV-H y MeV-F (Figura 13A) y 2) Estudio de la sensibilidad a la neutralizacién de un conjunto isogénico de quieras
virales con tres intercambios de glicoproteinas diferentes. Este virus de intercambio de envoltura tenia todos los genes
derivados de MeV con la excepcién de H y F, que se intercambiaron individual y doblemente con los Virus del Moquillo
Canino (CDV) H y F (Miest et al., Mol. Ther., 19(10):1813-20 (2011); and Zhang et al., Virology, 482:218-24 (2015)).
Por lo tanto, el doble cambio de genes de las proteinas MeV-H y MeV-F para los de CDV generé MeV#2, mientras
que un Unico cambio en MeV-H o MeV-F produjo MeV#3 y MeV#4, respectivamente (Figura 13B). El gen de la proteina
H de CVD utilizado poseia una sustitucién Y537D intencional a propésito de la cepa de la vacuna Ondersterpoort, ya
que se demostré que reduce la posible neutralizacion cruzada de CDV por sueros humanos (Munoz-Alia et al., J. Virol.,
91(11):e00209-17 (2017); Zhang et al., Virology, 482:218-24 (2015)). El MeV parental (MeV#1), asi como las tres
quimeras (MeV#2, MeV#3, MeV#4) formaron sincitios indistinguibles en células Vero, lo que demuestra
complementacion heterotipica (Figura 13B).

Para los anticuerpos especificos de MeV H o MeV-F, se utilizé un grupo de sueros humanos disponible comercialmente
compuesto de aproximadamente 60 a 80 donantes americanos. Debido a los elevados titulos de anticuerpos en este
grupo, es probable que haya sido inducido principalmente por la exposicién a virus de tipo salvaje (ltoh et al., J. Clin.
Microbiol., 40(5):1733-8 (2002)). La Figura 13A ilustra el proceso de deplecién. La absorcién sérica con células que
expresan MeV-H (condicién 2) elimin6é por completo toda la actividad de unién del suero humano a la proteina MeV-
H, mientras que los niveles de anticuerpos especificos de MeV-F no se vieron afectados. Por el contrario, la absorciéon
con MeV-F (condicion 3) eliminé especificamente la union de suero humano a MeV-F, mientras que los anticuerpos
especificos de MeV-H no se vieron afectados. La absorcion de suero con la linea celular parental no dio lugar a una
disminucién de la unién de suero humano a MeV-H y MeV-F en comparacién con el material sérico humano original
(condicion 1y 0, respectivamente).

Entonces se midi6 la potencia de neutralizacién de anticuerpos reactivos MeV-H y MeV-F en humanos inmunes al
sarampién. El ensayo PRMN mostré que la absorcién del componente MeV-F o MeV-H no afecté sustancialmente a
la actividad neutralizante de sueros humanos contra MeV (MeV#l1). Por otro lado, la absorcién sérica tanto con MeV-F
como con MeV-H dio lugar a la pérdida completa de actividad neutralizante para sueros humanos. Por lo tanto, tanto
los anticuerpos especificos de MeV-H como MeV-F eran igualmente importantes para neutralizar MeV. Como se
esperaba, los sueros humanos inmunes al sarampién no mostraron actividad neutralizante contra MeV#2,
independientemente del tratamiento con sueros. Por otro lado, MeV#1, MeV#3 y MeV#4 se neutralizaron
eficientemente sin distincién por sueros no absorbidos. En cuanto a las quimeras virales con intercambios simples
(MeV#3 y MeV#4), estas mostraron resistencia a la neutralizacién solo cuando se someti6 a deplecion el componente
del anticuerpo especifico de MeV que coincidia con el presente virus. Estos resultados indican que tanto MeV-F como
MeV-H son inmunogénicos y cooperan para amortiguar variaciones antigénicas.

La novedad antigénica no sacrifica la aptitud fisica

A continuacién, planteamos la hipétesis de que la amplitud de la respuesta de anticuerpos contra ambas glicoproteinas
de la envoltura Me alberga la estaticidad antigénica de MeV. En un intento de abordar esta hipétesis, se buscé el
rescate de virus A8 en combinacién con CDV-F heterotipico, como un representante de un virus por completo distinto
antigénicamente (este virus se denominara sigiloso en adelante). El MeV sigiloso no se obtuvo hasta que se mejord
la robustez del sistema de rescate MeV. A diferencia del rescate de la vacuna recombinante parental MeV Moraten,
MeV sigiloso se aisl6 y se expandié a partir de una Unica célula GFP-positiva observada después de miltiples intentos
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de rescate independientes. Después de cinco pasos semiciegos, el virus pudo propagarse a través de la monocapa
celular (Figura 7). El virus se propag6 adicionalmente para producir una reserva de virus y se prob6 para secuenciacion
de Sanger y andlisis Western-blot. La inmunotransferencia de viriones purificados demostré que el virus sigiloso
carecia de la proteina MeV-F homotipica y, por lo demas, mostraba un contenido en proteina similar al de la cepa de
la vacuna (Figura 14B). Ademas, los resultados de la secuenciacidon no mostraron ninguna mutacién compensatoria
en ninguna de las secuencias codificantes de glicoproteinas, lo que confirma adicionalmente la viabilidad de un virus
sigiloso que codifica MeV-HA8 en combinacién con CDV-F.

Para determinar si MeV sigiloso asociaba una compensacion de aptitud, se examind la cinética de crecimiento de MeV
sigiloso en células cultivadas. Esas cinéticas se compararon con las de MeV recombinantes que poseian MeV-H A,
MeV-H H1 y MeV-HA8. MeV A se replico a titulos mas elevados a 12 y 48 hpi que los virus sigilosos y A8 (Figura 14A).
Estos dos virus mostraron un pico de titulacién con retraso de 24 horas. MeV H1 se replicé a titulos mas bajos que
cualquier de los otros virus a lo largo del curso del tiempo. Dado que MeV A8 poseia un MeV-H derivado de MeV-H
H1, estos resultados indicaron que las mutaciones introducidas en MeV-H cooperan para una mejor complementacion
con proteinas F heterologas.

A continuacion, se utilizaron 15 muestras de sueros humanos para determinar si el virus sigiloso era realmente
resistente a la neutralizacién por anticuerpos humanos desencadenado por la vacuna contra el sarampién (virus A).
Se evitaron los sueros humanos agrupados utilizados anteriormente, ya que los titulos elevados son indicativos de
diferentes historias de exposicion al virus del sarampion, lo que podria haber inducido diferentes repertorios de
anticuerpos neutralizantes especificos del genotipo (de Swart et al., J. Gen. Virol., 90:2982-9 (2009); Tamin et al., J.
Infec. Dis., 170:795-801 (1994); and Mufioz-Alia et al., Virus Research, 236: 30-43 (2017)). Esto podria complicar
futuras interpretaciones, ya que la deriva antigénica en el virus sigiloso fue modelizada por anticuerpos monoclonales
inducidos por el virus vacuna. Se utilizaron hurones vacunados con CDV como control negativo y positivo para la
neutralizacion del virus vacuna y sigiloso, respectivamente. Los sueros #126, #128, #129, #134, #136 y #137, utilizados
en la Figura 12, no pudieron ser probados debido a la escasez de material. Los valores de NTso de las muestras
analizadas mostraron una media geométrica general 5,39 veces inferior (2,43 unidades antigénicas) en la potencia de
neutralizacion frente al virus sigiloso, que oscilaba entre 3,12 y 10,9 veces (Figura 14C). El suero 152 produjo un titulo
NDsq 4 veces inferior (1,64 unidades antigénicas) contra el virus sigiloso y el del suero 131 y 157 estaba en el umbral
(4 veces). De todos los sueros probados, el suero 152 fue el Unico que mostré niveles de proteccién contra el virus
sigiloso (430 mIU/mL) y tenia el titulo NTso mas elevado de todos los sueros humanos probados contra la cepa de la
vacuna (1344 mlU/mL). Entonces era tentador especular que la magnitud de respuesta de los anticuerpos contra la
vacuna homotipica determinaba si se alcanzaban o no los niveles de proteccion contra la infeccion por el virus sigiloso.
El andlisis de correlacion apoy6 la hipétesis (Persona r=0,9112; p<0,0001), lo que sugiere un nivel minimo de titulo
NTso de 926 mIU/mL para proteccion contra la infeccién por virus sigiloso frente a los actuales 210 mIU/mL utilizados
como predictor de seroconversion contra el virus de la vacuna (Haralambieva et al., Vaccine, 29:4485-91 (2011)).

Se realizé lo siguiente para determinar en qué medida la amplitud y la magnitud de respuesta de anticuerpos afecto la
variacién antigénica observadas en el virus sigiloso. La variacién antigénica se midié en un modelo de cobaya, que
demostré inducir titulos mas elevados de anticuerpos reactivos de manera cruzada contra el virus de la influenza que
los de ratones o hurones (Nachbagauer et al., Nat. Immunol., 18(4):464-73 (2017)). En el contexto de MeV, las cobayas
montaron una respuesta de anticuerpos altamente neutralizante al virus homoélogo de la vacuna con un valor NTso de
3584 mIU/mL (Figura 14D). Por el contrario, el titulo NDso contra el virus sigiloso heterélogo fue ~ 6 veces inferior
(NTso= 563) y, por lo tanto, antigénicamente significativo. Estos resultados indican que la inmunodominancia se
conservo en gran medida a través de las especies y que se puede generar variacién antigénica para escapar a los
niveles protectores inducidos tras la vacunacion.

El virus sigiloso es unicamente CD46 trdpico

En virus de influenza A, la avidez de unién al receptor y la variacion antigénica estan estrechamente relacionadas
(Hensley et al., Science, 326:734-6 (2009); and Li et al., J. Virol., 87(17):9904-10 (2013)) y pueden compensar la
pérdida de aptitud viral (Kosik et al., PLoS Pathog., 14(1):e1006796 (2018)). Para comenzar a abordar si las
especificidades del receptor se ven afectadas cuando hay mutaciones de nAb-escape, se infectaron células CHO que
expresaban individualmente los receptores MeV. Inesperadamente, dada la intima interaccién estructural y funcional
entre CD46 y nectina-4 (Figura 15), el virus sigiloso demostré producir una fusion dependiente de CD46 altamente
eficiente, pero no mostré ninguna en células CHO que expresaban nectina-4 (Figura 16A). Las diferencias en la
densidad de receptores se excluyeron como posible explicacion de la discriminacién de CD46 sobre el uso de nectina-
4, ya que el nimero de moléculas en la superficie celular era comparable entre las dos y 10 veces mas elevado que
el de las células CHO que expresaban SLAM (~ 20.000) (Figura 16B). Se obtuvieron resultados similares cuando el
panel de células CHO se infecté con virus A8, codificando el mismo MeV-HA8 que en el virus sigiloso, lo que argumenta
en contra de la interaccién entre MeV-H A8 y CDV-F como la razén causal. Sin embargo, otras interacciones con la
proteina de la matriz MeV (MeV-M) podrian influir adn en las interacciones de unién al receptor. A continuacién, se
estudié si un ensayo de fusién basado en transfeccién transitoria seria paralelo a los resultados observados en el
contexto del virus. El enfoque fue utilizar MeV-F en combinacién con MeV-H A o MeV-HAS8. Este indicé que MeV-HAS8
discriminé nectina-4 sin afectar significativamente la fusién dependiente de CD46 (Figura 16C). Se observé una
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actividad de fusién dependiente de CD46 similar con células humanas y de mono verde africano (Figura 17). Las
constantes de disociacion de union al receptor se examinaron para las diversas proteinas MeV-H recombinantes (A,
H1 y A8) mediante ELISA (Figura 18). A diferencia del anticuerpo anti-FLAG utilizado como control, los receptores
celulares recombinantes mostraron avidez de unién diferencial para las proteinas MeV-H (Figura 16D). MeV-H A8 se
unié a CD46 aproximadamente 4000 veces mejor que MeV-H A y H1, con una Ky aparente de 190 pM frente a 819
UM para MeV-H A (Kq era ambigua). Los valores de unién para nectina-4 fueron los peores en los tres receptores y la
saturacion no se consigui6 en la concentracidon mas elevada utilizada. Aunque no aparecieron diferencias significativas
para la Kyde nectina-4 con respecto a las proteinas MeV-H recombinantes, los valores Bmax para MeV-HA8
disminuyeron aproximadamente a la mitad en comparacién con MeV-H A y H1 (1,56, 1,14 y 0,74, respectivamente).
Como se esperaba, MeV-H A8 mostr6é una unién insignificante a SLAM-Fc. MeV-H H1 mostré menor unién a SLAM-
Fc que MeV-H A, con Kyude 10,43 pM y 2,68 pM, pero los valores Bmax eran también menores (2,09 y 1,19,
respectivamente). En conjunto, estos resultados demuestran que MeV-H A8 discrimina el uso de CD46 sobre nectina-
4 a través de un aumento en la interaccion de avidez con CD46 mientras disminuye la de nectina-4.

Como se describe en el presente documento, se eliminaron sistematicamente 30 epitopos de anticuerpos conocidos
de la glicoproteina H del sarampién. Los virus que tenian esa glicoproteina H del sarampion demostraron resistencia
a la neutralizacién por anticuerpos anti-H presentes en suero humano, de ratén y conejo inmunes al sarampion.
Ademas, se utilizd la sustitucién de la glicoproteina F del sarampién por la proteina F homéloga de un morbillivirus
relacionado para generar MeV sigiloso, un MeV recombinan te resistente a la neutralizacion por suero humano inmune
al sarampién. Se demostré que el virus permanece completamente fusogénico y crece Unicamente en células CD46
positivas sin coste en la aptitud del virus. Estos resultados demuestran que la plataforma de MeV sigiloso se puede
utilizar para viroterapia oncolitica en pacientes de cancer inmunes al sarampion.
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REIVINDICACIONES

1. Un virus del sarampion recombinante que comprende:

un acido nucleico que codifica un polipéptido H del virus del sarampién que comprende SEQ ID NO:9 que
tiene las siguientes sustituciones de aminoéacidos: S189P, E235G, N238D, L249P, G302R, Y310C, Q311R,
R377Q, M378K, D416N, E471K, N481Y, K488E, G491E, H495R, D505T, R533G, S546G, R547G y F552V;
y

un acido nucleico que codifica un polipéptido F del virus del moquillo canino,

en donde dicho polipéptido H del virus del sarampién codificado y dicho polipéptido F del virus del moquillo
canino se incorporan en la envoltura de dicho virus recombinante,

en donde dicho virus carece tanto de un polipéptido F del virus del sarampién como de un acido nucleico que
codifica dicho polipéptido F del virus del sarampién, y

en donde dicho virus carece tanto de un polipéptido H del virus de sarampién de tipo salvaje como de un
acido nucleico que codifica dicho polipéptido H del virus del sarampién de tipo salvaje.

2. Una composicién para uso en un método para la viroterapia oncolitica en un paciente de cancer inmune al
sarampioén, comprendiendo dicho método la administracion a dicho paciente de dicha composicién que comprende el
virus del sarampién recombinante de la reivindicacion 1.
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FIG. 6

SEQ ID NO:1
MSPORDRINARYKDNPHPKGSRIVINREHIMIDREPYVLLAVLEVMELSLIGLLATAGIRLHRAAR
IYTARETHKSLSTNLDVINS IEHOVKDVLTPLEKI IGDEVGLRTPORETDLVKLISDKIKEFLNED
REYDFRDLTWCINPPERIKILDYDOYCADVAREELMNALVNSTLLETRTTNOQEFLAVEKGNCSGET
TIRGOFSNMSLELLDLY LGRGYNVSSIVTMT SOGMY GGTYLVEKPNLS SKRSELSQLEMYRVEE
VGVIBNPGLCAPVFHMTNY LEQPVENDLSNCMVALCE LKLAALCHGEDE ITIPYQGSCGKRGVSFQ
LVELGVWESPTIMOSWVELSTDDEYV IDRLYLSSHRGV IADNQAKWAVEPTTRTDDKLRMETCEQQ
ACKGRIQALCENPEWAPLKDNRT PSYGVLEVDLS LTVELKIKIASGFGPLITHGSGMD LYK SNH
NNVYWLTIPPMENLALGVINTLEWI PREKVIPYLETVPIKEAGEDCHAPTY LPAEVDGDVKLSS
NIVILPGODLOYVLATYDTSRVEHAVVYYVYSPSRESFSYFY PFRLPIKGVP IELOVECETWDOK
LWCRHFCVLADSESGGHITHSGMVGMGY SCTVIREDGTNRR

SEQ ID NO:Z

GGATAGTTATTAACAGAGRACATCTTATGATTGACAGACCCTATATTCTGCTGGCTGTTCTGTT
CETCATGTTTCTGAGCTTGATCGGATTGCTGCCAAT TGCAGGCATTAGACTTCATCGGLECAGCC
ATCTACACCGUGGAGATCCATAARAAGCCTCAGTACCAATCTAGATGTGACTAACTCAATCGAGC
ATCAGGTCAAGGACGTGCTCGACACCACTCTTTARAAT CATCGGGGATGAAGTGGLCCTGAGRAL
ACCTCAGAGATTCACTGACCTAGTGAAATTCATCTCTGACAAGATTARAATTCCTTAATCCGGAT
AGGGAGTACGACTTCAGAGATCTCACTTGGETGCATCAACCCGUCAGAGAGGAT CARRCTAGATT
ATGATCAATACTGTGCAGATGTGGCTCGCTGAAGAGCTCATGAATGCATTGGTGAACTCAARCTCT
ACTGGAGACCAGAACARCCAATCAGTTCCTAGCTGTCTCAAAGGGAAACTGCT CAGGGCCCACT
ACARTCAGAGGTCAATTCTCAAACATCTCGLTGTCCTTGTTGLACTTGTACTTAGG TCGAGETT
ACRATGTGTCATCTRATAGTCACTATGACATCCCAGLGRATGTATGGGLGGAACCTACCTAGTGGA
ARAGCCTAATCTGAACAGCARAGGGTCAGAGTTGTCACAACTGAGCATGTACCGAGTGTTTGAA
CTAGCTCTTATCACAAACCCCLCTTTCCCCGCTCCCUTCTTCCATATCGACAAACTATTTTCAGC
ARCCAGTCAGTAATGETCTCGGCAACTGTATGGTGGCTTTGGEEGAGLTCAAACT CGCAGCCCT
TTGTCACGGEGACCATTCTATCACAATTCCCTATCAGGGAT CAGGCARAAGGTETCACCTTCCAG
CTCCTCAAGCTGGGTGTCTGGAAAT CCCCAACCGACATGCAATCCTGEGTCCCCTTATCARCGS
ATGATCCAGTGETAGACAGGCTTTACCTCTCAT CTCACAGAGGTETCATCCCTGACARTCAAGC
ARAATGLGCTGTCCOGACAACACGAACAGATGACAAGTTCCGRATGCGAGRCATGUT TCCAGCAG
GCGTGTARAGGTRAAAAT CCAAGCACTCTGEGAGAATCCCCGAGTGGETGCCATTGARGGATAACA
GGATTCCTTCATACGEGETCCTGTCTETTGAT CTGAGTCTGRCAGTTEZAGCT TAARAT CARAAT
TGCTTCGGGATTCGGGCCATTGATCACACACGGUTCAGGGATGGACCTATACARAAT CCARCCGC
ARCAATGTGTATTGGCTGACTATTCCGCCAATGAGAAATCTAGCC T TAGGCHGTAATCAACACAT
TGCAGTGGATACCGAGATTCAAGGTTAGTCCCAACCTCTTCACTGTCCCAATTAAGGARGCAGG
CGAGGACTGCCATGCCCCAACATACCTACCTGCGGAGGTGGACGGTGATET CARACTCAGTTCC
AACCTGETGATTCTACCTGGTCRAAGATCTCCAATATGTTTTGGCAACCTRACGATACCTCCAGGE
TTCAGCATGCTGTGETTTAT TACGTTTACAGCCCAAGCCGCTCATTTTCTTACTTTTATCOTTY
TAGGTTGCCTATAAAGGGLGGTCCCRAATCGAACTACRAGTGGAATGCTTCACAT GGLACCAARLA
CTCTGGTGCCGTCACTTCTGTOTGCTTGUGGACTCAGAAT CCGGUGGACATAT CACTCACTCTG
GGATGGTGLGCATGGGAGTCAGCTGCACAGCTACCCGHGGAAGATGGARCCAAT CGUAGATAA,
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FIG. 6 (cont.)

SEQ ID NO:3
MSPORDRINAFYKDNPHSKGSRIVINREHLMIDRPYVLLAVLFVMFLSLIGLLATAGIRLHRA
ATYTAETHKSLSTNLDVINS TEHOVKDVL TPLEFKI TGDEVGLRT PORFTDLVKF T SDKIKFLN
PDREYDFRDLTWCINPPERIKLNY DOYCADVAREELMNALVNSTLLETRTTNQF LAVSKGNCP
GPTTIRGOFSNMSLSLLDLYLSRGYNVSS IVTMTSOGMY GETY LVGKPDLNSKGSELSQPSMY
RVFEVGVIRNPGLGAPVFHMINY FEQPISKDLANCMVALGELKLARLCHRGDSITIPCRGSGK
GVSFOLVKLGVWKS PTDMHSWVPLSTDDPVIDRLYLSSHRGY I TDNOANWAV PTTRT DDKLOK
ETCFRQOACKGKI QALCENLEWAPLKDSRI PSYGVLSVNLSLAAE PKIKIASGFGPLITHGSGM
DLYKSNHNNVYWLTIPPMKNLALGVINTLEWN T PRLKVSPYLFTVPTERADEDCRAPTYLPAEY
TEDVKLSSNLVILPGODLOYVLATYDTSGVEHAVVY YVY SPGGSFSYVYPFRLPIKGTRPIELC
VECFTWAQORLWCRHFCVLADSESGGHLTHS GMVGMEVSCTVNREDEANKR

SEQ ID NO:4

METMGLEVNVSATFMAVLLTLOTPTGOIHWGNLSKIGVVG IGSASYRKVMTRSSHOSLVI KLMEN
ITLINNCTRVEIAEYRRLLRTVLEPIRDALNAMTONTIRPVOSVASSREHKRFAGCGVVLAGAALGY
ATARAQTTAGTALHOSMINSQATDNLRASTETTNQATETTIRQAGOEMTLAVOGVODY INNELT PS
MNOQLSCDLIGORLGLELIRYYTEILSLEFGPSLROPISALRTISIQALSYALGGDINKVLEKLGY SG
GDLLGILESGGIKAEITHVDTESYFIVLSTAYPTLSETKGVIVHRLEGVSYNIGSCERYTTVPK
YVATQGYLISNEFDESSCTEFMPEGTVOSONALY PMEPLLQECLRGY TRSCARTLVEGSFGNREIL
SOGNLIANCASTLCRCY TTGTIINQDPDRKILTYTAADHCEVVEVNGVTIOVGSRRYPDAVYLHR
IDLGPPISLERLDVGTNLGNATARKLEDARKELLIESSDOILESMKGLESTSIVY ILIAVULGGELIG
IPALICCCRGRONKEEGEQVGMSRPGLKPDLTGTSKSYVESL
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F1G. 6 (cont.)

SEQ ID NO:b
ATGHETCTCAAGGTGAACGTCTCTGCCETATTCATGCCAGTACTGTTAACTCTCCAAACACCC
GCCGGTCARATTCATTGGCGCAATCTCTCTAAGATAGGGGTAGTAGGAATAGGAAGTGCARAGC
TACAAAGTTATCGACTCGTTCCAGCCATCAATCAT TAGTCATAARAT TAATGCCCAATATAACT
CTCCTCAATAACTGCACGAGGGTAGAGATTGCAGAATACAGGAGACTACTAAGARCAGTTTTG
GAACCAATTAGGGATGCCACT TAATGCAATGACCCAGAACATAAGGUCGGTTCAGAGCGTAGCT
TCAAGTAGGAGACACAAGAGATT TGUGGGAGTAGTCUTGGECAGGTGUGGCUCTAGETGTTHCC
ACAGCTGCTCAGATARCAGCCGGCATTGCACTTCACCGETCCATGCTGAACTCTCAGGUCATC
GACAATCTGAGAGCGAGCCTGGAAACTACTAATCAGGCAAT T GAGGCAATCAGACAAGCAGEG
CAGGAGATGATATTGGCTGT TCAGGGTGT CCAAGACTACATCAATAAT GAGCTGATACCETCT
ATGAACCAGCTATCTTGTGATCTAATCGETCAGAAGCTCGOGCTCAAATTGCTTAGATACTAT
ACAGAAATCCTGTCATTATTTGGCCCCAGCCTACGGGACCCCATATCTGCGCAGATATCTATC
CAGGCTTTGRAGTTATGCACT TGGAGGACGATATCAATAACGTGTTAGARAAGCTCGGATACAGT
GGAGGUCGATTTACTAGGCAT CTTAGAGAGCAGAGGAATARAGGCTCGGATAACT CACGTUGAL
ACAGAGTCCTACTTCATAGTCCTCAGTATAGUCTAT CCGACGUTGTCCGAGATTAAGGGGETG
ATTGTCCACCGEUTAGAGGGGETCTCCTACARCATAGGCTCTCAAGAGTGGTATACCACTETG
CCCAAGTATGTTGCAACCCAAGGLETACCTTATCTCGAATTITGATGAGT CATCATGTACTTTC
ATGCCAGAGGGCACTGTGTGCAGCCARAATGCCTTCTACCCGATGAGTCCTCTGUTCCAAGAR
TGCCTCCGGGGGETCCACCAAGTCCTGTGUTCGTACACTCGTATCCGGGTCTTTTGGGAACTGG
TTCATTTTATCACARGCGGAACCTAATAGCCAATTGTGCATCAATTCTTTGTARGTGTTACACA
ACRGCTACGATTATTAATCARAGACCCTGACARGATCCTARCATACATTGCTGCCGATCGCTGE
CCGGTAGTCGAGGTGAACGGCGT GACCATCCAAGT CGGCAGCAGGAGGTATCCAGACGCTGETG
TACTTGCACAGAATTGACCTCGGTCCTCCCATATCATTGGAGAGGTTGGACGTAGGGACARAT
CTGGLLAATGCAATTGCCARATT GGAGCGATGCCAAGGAATTGTTGGAAT CATCGGACCAGATA
TTGAGAAGTATCARAGETTTATCGAGCACTAGCATAGTCTACATCCTGATTGCAGTGTGTCTT
GGAGGGTTGATAGGGATCCCCACTTTAATATCTTCCTGCAGGGGGUGTTCTAACAAARAAGCGA
GAACAAGTTGGCTATGTCAAGACCAGGCUTAAAGCCTGACCTTACAGGAACAT CARAATCCTAT
GTAAGATCGCTTTGA
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FIG. 6 (cont.)

SEQ ID NO:é
MHNENPRESKPLPHTRQDPLOOHSTREAETRTOQGOHSTTSAQRSTYRGPRTSDREVHY TMNR
TRSCKOTSHREDNIPPHRDEEGI THHT PESVTQOGAS SWERRRQSNATNAGSQYTWLVLWCIGT
ASLLLCEKAQIHWNNLETIGIIGTDSVHY KIMTRPSHQY LVIKIMPNVSLIDNCTRAELGEYE
KLLNSVLEPINQALTLMTNNVREPLQSVGSGRRORRFAGVVLAGAALGVATAAQITAGIALHQS
NLIMNAQATQSLRTSLEQSNKATEE IREATOETVIAVOGVODYVNNELVPAMOHMSCELVGORLG
LEKLLRYYTELLSIFGPSLRDPISAR IS IQALSYALGGRIHKI LEKLGY SGNEMIATLESRGIEK
TRITHVDLPGELI TLEISY PTLSEVRKGVIVHRLEAVSYNIGSQEWY TTVPRYVATNGY LISNE
DESSCVEVEESATCSONS LY PMES PTILOQCTIRGDTSSCARTLVSGTMGNEF I LSKGNIVANCAS
TLCKCYSTETIINGS PDKLLTFIASDTCPLVEIDGVTIQVGGROY PDMVYESKVALGPAISLE
RLDVGTNLGNALKKLDDAKVLIDSSNQILETVERSSENFGELLSVPILICTALALLLLIYCCK
RRYROTFEHNTEVDPTEFKPDLTGTSKSYVRST,

SEQ ID NO:7
MHNKIFPKRSKPLFHTRODPLOQHSTREGETTTSQGRHSTTSAQRSTHHGPRT S DREPVHIITMNER
TRECKOTUSHRSDNILPHRDHKGI THHT PESVTQGASSWEKERQFNATNAGSQCTWLVLWCLGL
ABLFLOSKAQTHWNNLS TIGI IGTLEVHY KIMTRPSHOY LVIKILMPNVE LIDNCTRKARLGEYE
KLINSVLEPINCGALTLMTNNVKPLOSVGSGRRORRFAGVVLAGAALGVATAAQITAGIALHQS
NLNAQATQELRTSLEQSNRKAIEEIREATQETVIAVOGVODYVNNELY PAMOHMSCELVGORLG
LKLLRYYTELLSIFGPSLRDPISARISTOALSYALGGETHRILEKLGY SGNDMIATLESRGIK
TKITHVDLPGKLIILSISYPTLSEVKGVIVHRLETVSYNIGSQEWYTTVPRKYVATNGYLISHNE
DESSCVEFSESATCSONELY EMSPILOQCTIRGDTSECARTLVSGTMGNKE TLSKGNTVANCAS
TLCKCY STSTIINQS PRDELLTFIASDTCRLVEIDGY TIQVGGROY PDMVYESKVALGPATSLE
RLDVGETNLGNALKKLDDARKVLIDSSNQILETVRRSEFNFGELLS TPTILICTALVLLLLIYCCN
RRYROQTEFKHNTEVDRPTEFKPRDLTGTSKSYVRSL

SEQ ID NO:8

MLPYQDRVGAFYKDNARANS TRLSLVITEGHGGRRPPYLLFVLLILIVGILALLATTGVREHQY
STSNMEFSRLLKEDMEKSEAVHHOQVIDVLTPLEFKTIIGDEIGLERLPORLNETKOFTLOKTNEEN
PNREFDFRDLHWCINPPSTVEVNETNYCESIGIRKATASAANPITLSALSGGRGDIFPPHRCS
GATT3VGKVFPLSVSLEMILISRTSEVINMLTATSDGVYGRKTYLLVPDDIEREFDTRETRVEE
LGELKRWLNDMP LLOTTNYMVLEKNSKARKVCT LAVCE LT LAS LCVEESTVLLYHDSSGSOLGT
LVVTLGLIEFWATPMDEIBEVI EVAHPESMERK I HITNHRGE I KDS TATWMV PALASEKQEEQKGCL
ESACORKTY PMCNQASWEPFGGRQLPSYGRLTLPLDASVDLOINISEFTYGPVILNGDGMDYYE
SPLLNSGWLTIPPKDGT ISGLINKAGRGDOFIVLPEVLTFAPRESISGNCYLPIQTSQIRDRIV
LIESNIVVLPTQSIRYVIATYDISRSDHAIVYYVYDPIRTISYTHPFRLTTKGRPDELRIECE
VWDDNLWCHQFYRFEADTIANSTTSVENLVRIRFSCNR
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F1G. 6 (cont.)

SEQ ID NO:©

MSPORDRINAFYKDNPHSKGSRTVINREHLMT DRPYVILLAVLFVMFLSTLIGLLATAGT
RLERAAIYTAEIHESLETNLDVINSIEHOVKDVLTPLFKI IGDEVGLRTPQRFTDLVE
PISDKIKFLNPDREYDFRDLTWCINPPERIKLNY DOYCADVAARE LMNALVNSTLLET
RTTNQFLAVSKGNCSGPTTIRGOFSNMSLSLLDLY LSREGYNVSSIVIMTSQGMY GGTY
LVEKPNLNSKGSELSQOLSMYRVFEVGV T RN PGLGAPVFHMTNY FEQPT SKDLSNCMVA
LGELKLAALCHGGDS TTT PYQCSOKEVSFOLVKLGVHKS PTOMHSWVPLSTDDEVI DR
LYLESHRGVI TONOANWAVE TTRTDDKLEME TCFOOACKGKTOALCENLEWAPLKDSR
TPSYGVLSVDLSLAAEPKIKTASGRGPLITHGSGMDL Y KSNHNNVYWLT T PPMENTAL
GVINTLEWIPRLKVSPNLFTVPIKEAGEDCHAPTYLPAEVDGDVKLSSNLVILPGODL
OYVLATYDTSRVEHAVVYYVYSPSRSFSYFYPFRLPIKGTPIELQVEC FTWAQRLWCR
HFCVLADSESGGHLTHSGMYGMEVSC TVNRE DEANRR
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FIG. 18

Receptores Fc
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