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ES 2343394 T3

DESCRIPCION

Variantes de NS1 de parvovirus.

La presente invencion se refiere a la utilizacién de variantes de NS1 de parvovirus, seglin se caracteriza adicio-
nalmente en las reivindicaciones. De esta manera, se refiere a la utilizacién de una variante de NS1 de parvovirus
que presenta un equilibrio desplazado entre las actividades de replicacion y transcripcién del ADN (a) y la actividad
de citotoxicidad (b), en la que uno o varios sitios de fosforilaciéon se mutan mediante sustituciéon de aminoacidos,
provocando el desplazamiento del equilibrio, y

(i) las actividades (a) se reducen o se eliminan, y la actividad (b) se mantiene o se incrementa, o

(ii) las actividades (a) se mantienen, y la actividad (b) se reduce o se elimina, para la preparacién de una composi-
cién farmacéutica destinada al tratamiento de enfermedades tumorales.

El término “parvovirus” se refiere a un género de la familia de virus Parvoviridae. El género parvovirus comprende
varios virus icosaédricos pequefios que pueden replicarse en ausencia de un virus ayudante. Los parvovirus contienen
un ADN de una sola cadena que presenta una longitud de aproximadamente 5.000 pb. En cada uno de los extremos
3’ y 5’ del ADN existe una secuencia palindrémica. E1 ADN codifica dos proteinas de la cdpside, VP1 y VP2, asi
como dos protefnas no estructurales reguladoras, NS-1 y NS-2. Estas tltimas proteinas se encuentran fosforiladas
y muestran una localizacién nuclear, o citoplasmética y nuclear, respectivamente. La proteina NS1 resulta necesaria
para la replicacién del ADN virico y participa en la regulacién de la expresion génica del virus. En particular, NS1
transactiva el promotor P38 y las actividades de unién a ADN, de helicasa y de formacién de muescas en el ADN.
Ademads, NS1 induce estrés citotdxico y/o citostdtico en células-huésped sensibles.

Los parvovirus habitualmente son bien tolerados por las poblaciones de su huésped natural, en el que persisten
sin indicios patoldgicos evidentes. Esto se debe tanto a la proteccién de los fetos y neonatos gracias a la inmunidad
materna, como a la inesperada restriccion de la replicacién de los parvovirus a un estrecho abanico de tejidos diana
en proliferacién en animales adultos. Esta tolerancia del huésped se refiere especialmente a parvovirus de roedor, por
ejemplo el virus mindsculo del ratén (MVM) y el virus H-1 en sus huéspedes naturales respectivos, es decir en ratones
y ratas. Ademds, el ser humano puede resultar infectado por estos ultimos virus, sin ninguna evidencia de efectos
perjudiciales asociados en los estudios epidemioldgicos y ensayos clinicos existentes. Por otra parte, es conocido
que determinados parvovirus, y especialmente parvovirus de roedor, son tanto oncotrépicos, es decir se acumulan
preferentemente en tejidos neopldsicos y no normales, como oncosupresores, es decir presentan un efecto supresor
tumoral de las células tumorales, en diversos modelos animales. Por lo menos parte del efecto oncosupresor se cree
que se debe a una accidn oncolitica directa mediada por NS1. Este efecto oncosupresor también ha sido demostrado
contra células tumorales humanas trasplantadas en animales receptores.

Se ha considerado la utilizacién de parvovirus con fines terapéuticos. Por una parte aparentemente resulta de interés
utilizar parvovirus como vectores para genes terapéuticos, es decir para introducir dichos genes en el genoma de las
células. Por otra parte, se ha considerado la utilizacién de NS1 de parvovirus como toxina para el tratamiento de
enfermedades tumorales. Sin embargo, los experimentos iniciales han proporcionado resultados insatisfactorios.

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencién es proporcionar un producto con el que los parvovirus y la proteina
NSI1 de los mismos, respectivamente, puedan utilizarse para los fines anteriormente indicados.

Segtin la invencidn, lo anterior se consigue mediante la materia definida en las reivindicaciones.

La presente invencion se basa en los resultados del solicitante de que resulta posible interferir en las actividades
de NS1 de parvovirus de manera que se desplace el equilibrio existente entre las actividades de replicacién y de trans-
cripcién del ADN (a) y la actividad de citotoxicidad (b). En particular, las variantes de NS1 de parvovirus producidas,
en las que las actividades de replicacién del ADN y de transcripcion (a) se reducen y se eliminan, respectivamente,
mientras que la actividad de citotoxicidad (b) se mantiene o se incrementa. Ademas, las variantes de NS1 de parvo-
virus producidas, en las que la actividad de citotoxicidad (b) se reduce y se elimina, respectivamente, mientras que
las actividades de replicacién del ADN y de transcripcion (a) se mantienen o se incrementan. Se indican ejemplos de
dichas variantes de NS1 de parvovirus en la Tabla 1 y en la figura 1. Ademas, el solicitante reconoce que las variantes
de NS1 de parvovirus anteriormente indicadas y los vectores de expresién que codifican las mismas, particularmente
los parvovirus, respectivamente, resultan adecuados para fines terapéuticos.

Li et al., Journal of Virology 64:4654-60, 1990, han estudiado el efecto de una mutacién de la lisina 405 a serina
en NS1 del parvovirus H-1 sobre la replicacién del ADN, la transactivacién del promotor tardio y la citotoxicidad.
Niiesch et al., Journal of Virology 72:8002-12, 1998, han estudiado la funcién de NS1 y afirman que se desconoce qué
sitios de fosforilacién en NS1 resultan relevantes para la activacién de la funcién replicativa de NS1. Sin embargo,
ninguno de los dos articulos informa de la utilizacién de variantes de NS1 de parvovirus que presenten mutaciones
particulares en los sitios de fosforilacion, destinadas al tratamiento de enfermedades tumorales.

Segun la invencion, los resultados del solicitante se utilizan para proporcionar un uso particular de una variante de
NSI1 de parvovirus segtin se define en las reivindicaciones.
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La expresion “parvovirus” comprende cualquier parvovirus, particularmente un parvovirus de roedor, tal como el
virus mindsculo del raton (MVM) y el virus H-1.

La expresion “se encuentra desplazado el equilibrio entre las actividades de replicacion y transcripcion del ADN (a)
y la actividad de citotoxicidad (b)” se refiere al hecho de que, en una variante de NS1 de parvovirus segtn la invencion,
dicho equilibrio se encuentra desplazado en comparacion con la NS1 de parvovirus de tipo salvaje. En particular, el
equilibrio puede encontrarse desplazado de manera que el efecto sea que las actividades de replicacion y transcripcién
del ADN (a) se reduzcan y se eliminen, respectivamente, mientras que la actividad de citotoxicidad (b) se mantiene
o se incrementa. La actividad de citotoxicidad (b) también puede reducirse y eliminarse, respectivamente, mientras
que las actividades de replicacion y transcripcion del ADN (a) se mantienen o se incrementan. Este equilibrio puede
determinarse mediante diversos métodos. Con respecto a la determinacion de la actividad de replicacién del ADN, se
hace referencia a, por ejemplo, los métodos descritos en Legendre y Rommelaere, J. Virol. 66:5705, 1992; Cotmore
et al., Virology 190:365, 1992; Cotmore et al., J. Virol. 67:1579, 1993; Cotmore y Tattersall, Embo. J. 13:4145,
1994. Respecto a la determinacién de la actividad de transcripcidn, se hace referencia a los métodos descritos en, por
ejemplo, Rhode y Richards, J. Virol. 61:2807, 1987. Con respecto a la determinacidn de la actividad de citotoxicidad
se hace referencia a los ejemplos proporcionados posteriormente.

Segtin la invencidn, se utilizan variantes de NS1 de parvovirus en las que el desplazamiento del equilibrio se
consigue mediante la mutacién de uno o varios sitios de fosforilacién. Resultan particularmente preferentes los va-
riantes de NS1 de parvovirus que presentan una mutacion en uno o varios de los sitios de fosforilacién 283, 363, 394
y 463. Resultan todavia mds preferentes las variantes de NS1 de parvovirus S283A, T363A, T394A y T463A, que
se indican en la Tabla 1 y en la figura 1. En S283A, se intercambia una serina por una alanina en la posicién 283,
en T363A se intercambia una treonina por alanina en la posicién 363, y en T394A se intercambia una treonina por
alanina en la posicion 283, en T363A se intercambia una treonina por alanina en la posiciéon 363, en T394A se inter-
cambia una treonina por alanina en la posicién 394, y en T463A se intercambia una treonina por alanina en la posicién
463.

El ADN de variantes de NS1 de parvovirus particulares se ha depositado en el DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) el 11 de agosto de 1999, es decir, la fig. 1.1 como Escherichia coli pRSV-
NS:S283A bajo DSM 12994, 1a fig. 1.2 como Escherichia coli pPRSV-NS:T363A bajo DSM 12995, la fig. 1.3 co-
mo Escherichia coli pPRSV-NS:T394A bajo DSM 12996, y la fig. 1.4 como Escherichia coli pRSV-NS:T463A bajo
DSM 12997.

Dicho ADN puede encontrarse presente en un vector y en un vector de expresion, respectivamente. Al experto
en la materia le resultaran familiares los ejemplos del mismo. En el caso de un vector de expresion para E. coli,
estos ejemplos son, por ejemplo, pPGEMEX, derivados de pUC, pGEX-2T, pET3b, vectores de expresion basados en
T7 y pQE-8. Para la expresion en levaduras, por ejemplo deben mencionarse pY100 e Ycpadl, mientras que, por
ejemplo, pKCR, pEFBOS, ¢cDMS8, pMSCND y pCEV4 deben mencionarse para la expresion en células animales.
El vector baculovirus de expresion pAcSGHisNT-A resulta especialmente adecuado para la expresion en células de
insecto.

El vector que contiene el ADN segtin la invencién puede ser un virus, por ejemplo un adenovirus, virus Vaccinia,
un virus AAV o un parvovirus, tal como MVM o H-1, resultando preferente un parvovirus. El vector también puede
ser un retrovirus, tal como MoMULY, MoMuLV, HaMuSV, MuMTYV, RSV o GaLV.

Para construir vectores de expresion que contengan el ADN, resulta posible utilizar métodos generalmente conoci-
dos de la técnica. Entre estos métodos se incluyen, por ejemplo, técnicas de recombinacién in vitro, métodos sintéticos
y métodos de recombinacién in vivo tal como se describe en Sambrook et al., supra, por ejemplo.

Ademds, la presente invencion describe células huésped que contienen los vectores anteriormente indicados. Entre
estas células huésped se incluyen células bacterianas, de levadura, de insecto y animales, preferentemente células
de mamifero. Las cepas de E. coli HB101, DH1, x1776, JM101, IM109, BL21, XLIBlue y SG 13009, la cepa de
levadura Saccharomyces cerevisiae y las células animales L, A9, 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero, HeLa y las células
de insecto sf9 resultan preferentes. Los métodos para transformar estas células huésped, de seleccién fenotipica de
transformantes y de expresiéon del ADN segun la invencién mediante la utilizacién de los vectores anteriormente
indicados son conocidos de la técnica.

Breve descripcion de los dibujos
La fig. 1 muestra las secuencias de ADN y de aminodcidos de variantes de NS1 de parvovirus segtn la invencién
(figs. 1.1, 1.2, 1.3 y 1.4) en comparacién con un NS1 de tipo salvaje de parvovirus. En este contexto, se marca cada

uno de los sitios mutados en las variantes de NS1 de parvovirus segtn la invencién.

La presente invencidn se explica mediante los ejemplos.
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Ejemplo 1
Preparacion y purificacion de variantes de NS1 segiin la invencion

Se proporcioné el ADN de la variante S283A de NS1 segtin la invencién en forma de fragmento EcoRV a BstEII
obtenido mediante PCR quimérica utilizando dos cebadores mutagénicos. A continuacidn, este fragmento se insertd
en el vector de expresion cortado correspondiente pTHisNS1 (Nusch et al., Virology 209:122, 1995) para obtener
pTHis NS1:S283A. Este vector codifica una proteina de fusién que comprende 6 residuos de histidina (pareja N-
terminal) y S238A de la fig. 1 (pareja C-terminal). Para la expresién y purificacién de S283A, se transfirié el gen
NSI1 bajo el control del promotor del bacteriéfago T7 al vector Vaccinia y se expres6 en células eucariéticas mediante
doble infeccién conjuntamente con vIF7-3 (un virus Vaccinia que expresa la ADN polimerasa del bacteri6fago T7).
Dieciocho horas después de la infeccidn se recolectaron las células y se prepararon extractos nucleares. Seguidamente
se purific6 S283A etiquetado con histidinas, mediante cromatografia de afinidad en agarosa Ni-NTA y se analiz6
mediante SDS-PAGE al 10% (Nuesch et al., supra).

Se demostré que una variante de NS1 de parvovirus segin la invencién podia prepararse en una forma de alta
pureza.

También se produjeron y se purificaron de la misma manera las variantes T363A, T394A y T463A de NS1.

Ejemplo 2
Preparacion y deteccion de un anticuerpo segin la invencion

Se recubrieron tubos con variantes de NS1 purificadas que se habian preparado tal como en el Ejemplo 1, y se
aislaron anticuerpos monoclonales (por ejemplo scFv) que se unian especificamente a S283A a partir de la biblioteca
fagica sintética humana de scFV VH+VL (Griffith et al., EMBO J. 13:3245, 1994) segtin protocolos estdndares de
cribado tras >5 procedimientos de aislamiento y amplificacion. Se secuenci6 la region variable del scFv aislado alojado
en el fagémido, para identificar las protefnas asociadas interactuantes con la variante de NS1 que alojaban dichos
motivos de unién a partir de la comparacién con genes conocidos en el banco de genes.

Lo anterior demostré que resultaba posible aislar los anticuerpos monoclonales segtin la invencion.

Ademds, se utilizaron las variantes de NS1 para la inmunizacién de animales con el fin de obtener anticuerpos
policlonales o monoclonales.

Ejemplo 3
Caracterizacion de las variantes S283A, T363A, T394A y T463A de NS1 de parvovirus segin la invencion

La caracterizacion de las variantes de NS1 de parvovirus comprendia la determinacion de las actividades de repli-
cacién del ADN, transcripcion, citotoxicidad, unién a ADN, formacién de muescas y helicasa. Se utilizaron métodos
conocidos para este fin (ver la descripcidn, supra). Con respecto a la determinacién de la actividad de helicasa se
hace referencia a Stahl ef al., EMBO J. 5:1999, 1986. Respecto a la determinacién de la actividad de formacién de
muescas, se hace referencia a Christensen et al., J. Virol. 71:1405, 1997, y Nuesch et al., supra, 1995. Con respecto a
la determinacion de la unién de ADN, se hace referencia a Cotmore et al., J. Virol. 69:1652, 1995. Con respecto a la
determinacion de la actividad de citotoxicidad, se llevaron a cabo las etapas siguientes.

Se transfirieron variantes de NS1 a un vector de expresion que contenia el gen NS1 bajo el control del promotor
MVMP4 de parvovirus (promotor genuino que controla los genes no estructurales del MVM) y la proteina fluorescente
verde (EGFP) bajo el control de un promotor adicional. A continuacion, se transfectaron estos constructos en células
A9 utilizando lipofectamina (GibcoBRL) siguiendo las instrucciones del fabricante y se sometid a ensayo el impacto
de la variante NS1 sobre la viabilidad de las células en experimentos de curso temporal. Se identificaron las células
transfectadas mediante fluorescencia de la EGFP. Se determinaron los efectos téxicos en comparacién con la NS1 de
tipo salvaje o un vector que no contenia gen NS1 como funcién del tiempo, asi como una medida de los cambios
citopdticos de la morfologia celular.
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TABLA 1
S283A T363A T394A T463A tipo
salvaje
P38-TA + - - ++++ ++++
ACCA + ++++ ++ ++ ++
Nick-1 + - - ++ +4++
Nick-2 +++ - - ++++ ++++
Nick-3 ++ - - F+++
Heli ++ - (+) ++++ +4+++
Rep + - - + ++++
Cyto ++++++ ++ +++ (+) +++
Ejemplo 4

Expresion de variantes de NS1 tras la transduccion utilizando vectores viricos recombinantes

Se transfirieron casetes de expresion de NS1 que contenian las variantes de NS1 segtn la invencion bajo el control
del promotor P4 parvovirico y una regién 3’ no traducida del parvovirus MVM para garantizar la estabilidad y la
traduccion del producto génico, a un fondo de genoma parvovirico tal como se ejemplifica en el Ejemplo 3, o un
fondo de genoma virico heter6logo, tal como virus Vaccinia (Ejemplo 1) o adenovirus. Se intercambiaron las regiones
de promotor y de terminador segiin las necesidades. A continuacion, se empaquetaron in vivo (tras la transfeccién
transitoria en células eucaridticas) o in vitro los dcidos nucleicos que contenian las variantes de NS1, y se aislaron
las particulas transductoras empaquetadas. Se utilizaron estas unidades transductoras que contenian las variantes de
NSI1 para estudios referentes a la regulacion génica en cultivo de tejidos o en animales, aunque también como agentes
terapéuticos solos o en combinacidn con otros agentes (tales como citoquinas) en enfoques terapéuticos génicos y del
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REIVINDICACIONES
1. Utilizacién de una variante de NS1 de parvovirus que presenta un equilibrio desplazado entre las actividades
de replicacién del ADN y de transcripcidn (a) y la actividad de citotoxicidad (b), en la que uno o varios sitios de
fosforilacion se mutan por sustitucién de aminoécidos, provocando el desplazamiento del equilibrio, y

(i) las actividades (a) se reducen o se eliminan, y la actividad (b) se mantiene o se incrementa, o

(ii) las actividades (a) se mantienen y la actividad (b) se reduce o se elimina, para la preparacion de una composicién
farmacéutica destinada al tratamiento de enfermedades tumorales.

2. Utilizacion segtn la reivindicacién 1, en la que la variante de NS1 de parvovirus se expresa mediante un vector
de expresion que comprende un ADN codificante de la variante de NS1 de parvovirus.

3. Utilizacién segiin la reivindicacién 2, en la que el vector de expresion es H1 de parvovirus.

4. Utilizacién segun la reivindicacién 1, en la que las mutaciones se encuentran localizadas en los sitios 283, 363,
394 y/o 463.

5. Utilizacién segiin la reivindicacion 4, es decir las variantes S283A, T363A, T394A y T463A de NS1.
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Fig. 1
NSl de tipo salvalje

ATGGCTGGAAATGCTTACTCTGATGAAGTTTTGGGAGCAACCAACTGGTTAAACGAAAAA
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Fig. 1 (Continuacidn I)
ACATTACACGTTGATTGIGETCGACTTICTTAATTTGATTCTCTTTATCGTCTTCTGTTA
¢C N V § L T ? A E R I X L R EI A E D N
GAGTGGETTACTCTAC TTACTTATAAGCATAAGCAAACCAAAAAACGACTATACCAAGTGT
CTCACCCA A TOAGA TEAR TEAN TAT TG TATTCETT TGRTTTTT I TGATATGATTCACA
E W Vv T L L T Y XK HKQTUE KU KDZYTZEK C.
GTTCTTTTTGGAAACATGATTGCTTACTAITTTTTAACTAAAAAGAAAAEAACCACTAGT
CAAGAAAAACCTTTGTACTAACGAATGATAAAAAATTGATTTTTCTTTTATTCGTGATCA
vV L F @ N M T A Y Y F L T XX X KI S T §
CCACCAAGAGACGGAGGCTAITTTCTTAGCAGTGACTCTGGCTGGAAAACTAACTTTTTA
GGTGGTTCTCTGCCTCCGAEAAAAGAATCGTCACTGAGACCGACCTTTTGATTCAAAAAT
P P R D & G ¥ FP L 8 &8 D 8§ G W KT NF.L
AAAGAAGGCGAGCGCCATCTAGTGAGCAAACTATACACTGATGACATGCGGCCAGAAACG
TTTCTTCCGCTCGCCGTAGATCACTCGTTTGATATGTGACTACTGTACGCCGGTCTTTGC
K E 66 E R B L Vv 8 KL Y T?DL D MUBRUPET
CTTGAAACCACAGTAACCACTGCGCAGGARACTAAGCGCGGCAGAATTCAAACTAARAAR
CARCTITGATGTCATTGGTCACGCRTCOT TIGATTCOOGCOTCTIAAGT TTGATTITTT
v E T T YV TTAOQGQETIEXKU®RGR I QT KX
GAACTTTCTATTAAAACTACACTTAAAGAGCTGGTGCATAAAAGAGTAACCTCACCAGAG
CTTCAAAGATAA*TTTGAEGTCAATTTCTCGACCACGTAITTTCTCATTGGAGTGG*CTC
E VvV 8 I X T 7 L X EL vV H KR V T 8 F E
GACTGGATCATCATGCAGCCAGACAGTTACATTGAAATGATGGCTCAACCAGGTGGAGAA
CTGACCTACTACTACGTCGGTCTGTCAATGTAACTTTACTACCGAGTTGGTCCACCTCTT
D w M M M ¢ P D 58 ¥ I EMMBAOQOQUP G G E
AACCTGCTGAAAAATACGCTAGAGAETTGTACACTAACTCTAGCCAGAACCAAAACAGCA
TTGGACGACTTTTTATGCCATCTCTAAACATGTGATTGAGATCGGECTTGGTTTTGTCGT
¥N L L X N T L E I € TOZL T L A URTIZ KT A

TTTGACTTAATTTTAGAAAAAGCTGAAACCAGCAAACTAACCAAL1;=1LACTGLL1uAC

AAACTGAATTAAAATCTTTTTCGACTTTGGTCbL1LuATTGULLGAAAAGTGACGGACTG
F D L I L E XK A5 TS X L TNV F &L P D

ACAAGAACCTGCAGAATTTTTGCTTTTCATGGLlbbAACTAlUllAAAGTTTGCCATGCT

F L I ks ket R L 3

TGTTCTTGGACGTCTTAAAAACGAAAAGTACCGACCTTGATACAATTTCAAACGCIACGA
T R T C R I F A F H G W N Y V KV CH A
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Fig. 1 (Continuacidén II)
ATTTGCTGTGTTTTAAACAGACAAGCAGGCAAAAGAAATACTGTTTTATTTCATGGACCA

TAAACGACACAAAATTTGTCTGTTCCTCCGTT*TCTTTATGACAAAATAAACTACCTGGT
i ¢ ¢V L NR QGG KRNTITV L F H G P
GCCAGCACAGGCAAATCTATTATTGCACAAGCCATAGCACAAGCAGTTGGCAATGTTGGT
CGGTCGTGTCCCTTTAGATAATAACGTCITCGGTATCGTGTTCGTCAACCGTTACAACCA
A 8§ T & K 85 1 1 A ¢ A I A Q A V G N V G
TGCTATAATGCAGCCAATGTAAACTTTCCATTTAATGACTGTACCAACAAGAACTTGATT
ACGATATTACGTCGGTTACATTTGAAAGCTAAATTACTGACATGGTTGTTCTTGAACTAA
C ¥Y N A ANV NVFUPPFNDOCTNI KUNILT
TGGGTACAAGAAGCTGGTAACTTTGGACAGCAAGTAAACCAGTTTAAAGCCATTTGCTCT
ACCCATCTTCTTCGACCAITGAAACCTGTCCTTCATTTGCTCAAATTTCGGTAAACGAGA
¥ vV E E A 6N F G Q Q VNQF K &aiI C §
GGTCAAACTATTCGCATTGATCAAAAAGGAAAAGGCAGCAAACAGATTGAACCAACACCA

------------------------------------ $o—ememm—cfe-oce-e——F
CCAGTTTGATAACCGTAACTAuL-1¢LLL¢111LLGTCaTTTGTCTAACTTGGTTCTGGT

G oT'T R I DQ K G XOG S KOQ I EB©PTP
G'I‘CATCATGACCACAAATGAGAACATTACAGTGGTCAGAATAGGCTGCCAAGAAACACCA
CAG’I’ACTACTGGTGTTI‘ACTCT'I‘GTAATG'I‘CACCAGTCTTATCCGACGCT’"CTTTC‘IGGT
¥y I M T T ¥ EN$ TV V®RTIG CETETR?
GAACACACTCAACCAATCAGAGACAGAATGCT‘I‘AACA’I‘TCATCTAACACATACCETGCC‘I‘
CTTGTGTGAGTTGGT‘I‘AGTCTC'TGTCTTACGAATTG‘I‘AAGTAGATTGTGTATGGAACGGA

E H T ¢ P I RDERMULINTIUEHETLTUEHETTLTFP

GETGAC T T TG TTIGETIGACAAARATGAATCGCCCATRATTTGTGCOITGATTGETARAG
--------- B il e TR L L ST,
CCACTGAAACCAAACCAACTGTTTTTACTTACCGGCTACTARACACCGAACCAACCATTTC

& D P @ L VP K NEWPMIOCAUWTIL VK
AATCCTTACCAATCTACCATGGCAAGCTACTGTGCTAAATCAGCCARAGTTCCIGATICSE
TR AT AN AT AT OB TACA COATTTACCCCOTTTCAAGGACTAACC
¥N ¢ Y QS TMAS VY CAZXMWGEEZRVYVY P DW
TCAGAAAACTGGGCGGAGCCAAAGGTGCCAACTCCTATAAATTTACTAGGTTCGGCACGC

------------------------------------- P N T Ly T

AuLLLllluACCLbubluhuxxLL;ALuuLLLAGGATA;;LAAATGATCCAACCCGTGCG

& R N WA EP KV PTPTIUNILULGS S ATE
TCACCATTCACGACACCGAAAAGTACGCCTCTCAGCCACAACTATGCACTAACTCCACTT

-

AGTGGTAAGTGCTGTGGCTTTTCAIGCGGAGAGTCGGTCTTGATACGTGATTGAGGTGAA

1460

1520

1580

1640

1700

1760

1820

1889

1940

2000

2060



2061

2121

2181

2241

ES 2343394 T3

Fig. 1 (Continuacibén III)

S P F TTUP X S TUPULSQNYATLTU?PTL -

GCATCGGATCTCGAGGACCTGGCTTTAGAGCCTTGGAGCACACCAAATACTCCTGTTGCG
------------------------------------------------------ + 2120

CGTAGCCTAGAGCTCCTGGACCGAAATCTCGGAACCTCGTGTCGTTTATGAGGACAACCC
A §$ DL EDIZLALTEZPWS S TPNTPV A -
GGCACTGCAGAAACCCAGAACACTGGGGAAGCTGGTTCCAAAGCCTGCCAAGATGGTCAA

------------------ fummmmmmmegomme—memefo—mee-—e—po—=-———=-+ 2180
CCGTGACGTC‘I‘TTGGGTC‘I‘TGTGALLLL TTCGACCAAGGTTTCGGACGGTTCTACCAGTT

G T A ETQDNTGEA AGS XKXKACQDGQ -
CTGAGCCCAACTTGGTCAGAGATCGAGGAGGATTTGAGAGCETGCTTCGGTGCGGAACCG
B S T s R
L §$ P T W S EI EEDTILU RATCTFGAE P -
TTGAAGAAAGACTTCAGCGAGCCGCTGAACTTGGACTAA
AACTTCTTTCTGAAGTCGCTCGGCGACTTGAACCTGATT

L X KD F 8 E P L NTL D * -

10



ES 2343394 T3

Fig. 1.1

1100 - 261 Secuencia de NS1 de tipo salvaje

-6

QARG CTA'T"I‘AAAACTACACTTAAACAGCTGG’I’GCATAAAAGAGTAACCTCACCACAG
p O 3 fmmmmmmm bmmmmmm—m—dme——mm e + 1160
CTT CATAA""T‘I‘TGATGTCAAT’T‘TCTCGACCACG’I‘ATTTTCTCATTG:AGTGC"CTC

E Vv[EIXTTLEXETLVHZEKT RVYVTS P E
~A S283A

1161 - 2279 Secuencia de NS1 de tipo salvaje

Fig. 1.2

1340 - 261 Secuencia de NS1 de tipo salvaje

-6
ACAA CC'I’GCAGAATT’I‘TTGCTT"TTCA"“GCCTGGAACTA’FGTTAAAGTI‘TGCCATCCT L4006
L T N it S -
TGTTC CGTC’T'I‘AAAAACGAAAAGTACCGACCTTGATACAATTTCAAACGCTACCA
T Rflc R I'FAFHGWNZYYVZEKYVCHA -

=A T363A

1401 - 2279 Secuencia de NS1 de tipo salvaje
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Fig. 1.3

1400 - 261  Secuencia de NS1 de tipo salvaje

ey
ATTTGCTGTGTTTTAAACPCACAAGCAGGCAAAAGAAA CTG'PTTTATTTCATGCACCA

TAAACGACACAAAATTTG’I‘CTC'I"I‘CCTCCGT’I"T‘TCTT'T‘ CAAAATAAACTACCTCGT

I1 CCVLNUROQGGE KT RUNEVLTFIZGE?P -

—A T334 A
1461 - 2279 Secuencia de NS1 de tipo salvaje
Fig. 1.4
1640 - 261 Secuencia de NS1 de tipo salvaje
T

GGT! C'I‘AT'I‘CGCATTCATCAAAAAGGAAAAGGCAGCAAACACATTGAACCAACACCA
1641 ~-=--44-- LT REEEEE fmmmmm e magm—mmam e 4mmm—m——— + 1700

CCAGTUTIGATAAG CGTAACTAGT’T‘ LTTCCTTTTCCGTCGT’T‘TGTCTAACTTC GTTGTGGT

¢ @ 1 R I DQKGXGS K OQTIEZPTTZP -
A TUuclA

1701 - 2279  secuencia de NS1 de tipo salvaje

12



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

