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DESCRIPCION
Método para la generacion rapida de un virus de ARN atenuado
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a un método para la generacion in vitro rapida de virus ARN positivos monocatenarios
atenuados de receptores humanos o animales que pueden usarse como vacunas para proteger contra infecciones y
enfermedades viricas.

Estado de la técnica

Muchas enfermedades infecciosas emergentes estan provocadas por virus de ARN monocatenario. Los principales
brotes de dengue, encefalitis del Nilo occidental, fiebre Chikungunya y fiebre del Valle del Rift que se han producido
en las ultimas décadas, cada uno con un impacto significativo en la salud humana, destacan la urgente necesidad de
conocer los factores que permiten que estos virus invadan nuevos territorios o se adapten a nuevas especies
hospedadoras o vectores.

Estos eventos a menudo se perciben como sefiales de advertencia de una posible pandemia. En el caso de una
pandemia, comprender los factores que dan forma a la adaptabilidad de estos agentes infecciosos en rapida evolucion
y nuestra capacidad para desarrollar rapidamente una vacuna seran los pasos criticos para controlar la propagacion
de la enfermedad.

De hecho, hasta la fecha, la vacunacion sigue siendo el mejor método para reducir la mortalidad y la morbilidad de los
seres humanos provocadas por estos virus. En particular, las vacunas vivas atenuadas tienen un gran éxito debido a
la estimulacién de diferentes brazos de la respuesta inmunitaria del hospedador. Estas vacunas vivas atenuadas son
variantes de virus naturales derivadas al pasar virus en hospedadores anormales. Sin embargo, la preparacién de una
vacuna viva atenuada padece muchos inconvenientes, especialmente porque su preparacion se basa en un método
empirico y que requiere mucho tiempo. Por lo tanto, actualmente se necesita mucho tiempo para desarrollar una
vacuna util que se pueda administrar a los seres humanos.

Existe por lo tanto una necesidad insatisfecha de un enfoque de generacién de virus atenuados, que no tiene
posibilidad de reversién y que proporciona un método rapido, eficiente, rentable y seguro de fabricaciéon de una vacuna
candidata.

La presente invencién satisface esta necesidad proporcionando un enfoque sistematico para disefar futuras vacunas
candidatas que esencialmente no tienen posibilidad de reversion. Este método es ampliamente aplicable a un amplio
intervalo de virus y proporciona un enfoque eficaz para producir una amplia diversidad de vacunas antiviricas.

Objeto de la invencion

La presente invencion aprovecha el poder de la mutagénesis para producir un virus de ARN atenuado en un periodo
muy corto, es decir, tan pronto como se conozca la secuencia completa del virus diana y se pueda producir un genoma
infeccioso.

Debido a que hay mas codones que aminoacidos, el codigo genético es necesariamente redundante. Los diferentes
codones que codifican el mismo aminoacido se conocen como codones sinénimos. A menudo se supone que los
cambios en la secuencia de ADN de una proteina entre dos codones sindnimos no tienen ningun efecto y, por lo tanto,
se denominan mutacién sindnima. Sin embargo, aunque los codones sinénimos codifican los mismos aminoacidos,
los inventores han demostrado que la sustitucion de sindnimos en grandes regiones del genoma virico da como
resultado la atenuacion eficaz del virus (Nougairede et al, Random Codon Re-encoding Induces Stable Reduction of
Replicative Fitness of Chikungunya Virus in primate and Mosquito Cells, PLOS Pathogens, 2013). De manera mas
precisa, los inventores descubrieron que el reemplazo de los codones de nucleétidos nativos del genoma de un virus
de ARN por codones de nucledtidos sindnimos disminuye la capacidad de replicacion del virus, atenuando de esta
manera dicho virus.

Los inventores también desarrollaron un enfoque novedoso para generar virus de ARN que no requieren clonacion y
propagacion de un ADNc de longitud completa en una bacteria. Esta tecnologia se basa en la observaciéon de que la
superposicion de fragmentos de ADN bicatenario, cada uno cubriendo una porcién del genoma virico, permiten
espontdneamente la recombinacion y sintesis de una copia de ADN del genoma virico completo después de la
transfeccion.

Combinando estos dos enfoques, los inventores desarrollaron un método para generar directamente un virus
atenuado, que tiene varias ventajas para el desarrollo de candidatos a vacunas, incluyendo la posibilidad de obtener
candidatos a vacuna en un periodo muy corto, tan pronto como se conozca la secuencia completa del patégeno dirigido
y pueda producirse un genoma infeccioso. El método de la invencioén es por lo tanto extremadamente Util para generar,
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en dias, una vacuna viva atenuada dirigida contra un patégeno novedoso para el que no se dispone de tratamiento o
vacuna.

En consecuencia, en un primer aspecto, la invencién se refiere a un método para generar in vitro un virus de ARN
positivo monocatenario atenuado de un receptor humano o animal que comprende las siguientes etapas:

etapa I) recodificar el genoma virico de un virus ARN infeccioso sustituyendo aleatoriamente una parte de los
codones de nucledtidos de todo el genoma virico de dicho virus ARN infeccioso por otro codén de nucleétidos que
codifica el mismo aminoacido,

con la condicion de que:

i) el nimero y la posicion de los codones de nucledtidos raros presentes en dicho genoma virico no se
modifiquen, siendo dichos codones de nucleétidos raros CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG y ACG; y
ii) las regiones de dicho genoma virico que estan implicadas con la estructura secundaria del ARN no se
modifiquen.

etapa Il) generar un virus de ARN atenuado mediante:

sub-etapa Il.a) introduccién de un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN en la posicion 5"y
opcionalmente un terminador y una secuencia de poliadenilacién de ARN en la posicién 3' del genoma virico
recodificado como se obtiene en la etapa |);

sub-etapa Il.b) amplificacién del genoma virico recodificado como se prepara en la sub-etapa a) incluyendo
dicho promotor y opcionalmente dicho terminador y secuencia de poliadenilaciéon de ARN, en al menos 2,
preferentemente al menos 3, 4, 5 o 6 fragmentos de ADNc solapantes;

sub-etapa ll.c) transfeccion de dichos fragmentos de ADNc en una célula hospedadora,

sub-etapa Il.d) incubacién de dicha célula hospedadora de la sub-etapa c); y

sub-etapa Il.e) recuperacion del virus de ARN infeccioso de dicha célula hospedadora incubada.

En un segundo aspecto, la divulgacién pertenece a una composicion farmacéutica que comprende un virus de ARN
atenuado obtenido de acuerdo con el método desvelado en el presente documento.

En un tercer aspecto, la divulgacion se refiere al uso del método desvelado en el presente documento para desarrollar
una vacuna viva atenuada, o al uso del virus de ARN atenuado obtenido de acuerdo con el método desvelado en el
presente documento como una vacuna viva atenuada.

Descripcion detallada de la invencién

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un método para generar in vitro un virus de ARN positivo
monocatenario atenuado de un receptor humano o animal que comprende las siguientes etapas:

etapa ) re-codificar el genoma virico de un virus ARN infeccioso sustituyendo aleatoriamente una parte de los
codones de nucledtidos de todo el genoma virico de dicho virus ARN infeccioso por otro codén de nucleétidos que
codifica el mismo aminoacido,

con la condicion de que:

i) el nimero y la posicion de los codones de nucleétidos raros presentes en dicho genoma virico no se
modifiquen, siendo dichos codones de nucleétidos raros CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG y ACG; y
ii) las regiones de dicho genoma virico que estan implicadas con la estructura secundaria del ARN no se
modifiquen.

etapa Il) generar un virus de ARN atenuado mediante:
sub-etapa Il.a) introduccién de un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN en la posicion 5"y
opcionalmente un terminador y una secuencia de poliadenilacion de ARN en la posicion 3' del genoma virico
recodificado como se obtiene en la etapa );
sub-etapa Il.b) amplificacién del genoma virico recodificado como se prepara en la sub-etapa a) incluyendo
dicho promotor y opcionalmente dicho terminador y secuencia de poliadenilaciéon de ARN, en al menos 2,
preferentemente al menos 3, 4, 5 o 6 fragmentos de ADNc solapantes;
sub-etapa Il.c) transfeccion de dichos fragmentos de ADNc en una célula hospedadora;

sub-etapa Il.d) incubacién de dicha célula hospedadora de la sub-etapa c); y

sub-etapa Il.e) recuperacion del virus de ARN infeccioso de dicha célula hospedadora incubada. Basado en
sus exhaustivas investigaciones, los inventores desarrollaron una estrategia muy prometedora para generar
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directamente un virus atenuado mediante la recodificacion a gran escala. En consecuencia, la divulgacion
proporciona un virus atenuado, que comprende un genoma virico modificado que contiene sustituciones de
nucledtidos disefiadas en multiples ubicaciones en el genoma, en donde las sustituciones introducen una
pluralidad de codones sinénimos en el genoma. El término "virus atenuado", como se usa en el presente
documento, se refiere a un virus con virulencia comprometida en el receptor previsto, por ejemplo, receptor
humano o animal. Mas especificamente, un virus atenuado tiene una capacidad disminuida o debilitada de
producir enfermedad mientras retiene la capacidad de estimular una respuesta inmunitaria similar a la del virus
de tipo silvestre.

Esta novedosa estrategia representa una ruta significativamente mejorada para el desarrollo de vacunas. De hecho,
la re-codificacion dirigida al sitio, asociada a ninguna modificacién de las secuencias de aminoacidos, alivia la
probabilidad de novedosas propiedades fenotipicas y, por lo tanto, proporciona beneficios para el desarrollo genérico
de vacunas vivas atenuadas, incluyendo costes reducidos e induccién de una dosis Unica de inmunidad a largo plazo.

Etapa de re-codificacion a gran escala

El método de la invenciéon comprende una primera etapa |) de mutagénesis, también denominada "recodificacion a
gran escala” en lo siguiente. Como se usa en el presente documento, las expresiones "método de re-codificacion”
o "método de recodificacion a gran escala” se refieren a una etapa de recodificacién del genoma virico de un virus
de ARN, preferentemente una regién de dicho genoma virico, sustituyendo aleatoriamente una parte de los codones
de nucleétidos de todo el genoma virico de dicho virus ARN infeccioso por otro codén de nucleétidos que codifica el
mismo aminoacido, con la condicién de que:

i) el nimero y la posicién de los codones de nucleétidos raros presentes en dicho genoma virico no se modifiquen,
siendo dichos codones de nucleétidos raros CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCGy ACG;y

ii) las regiones de dicho genoma virico que estan implicadas con la estructura secundaria del ARN no se
modifiquen.

Preferentemente, la etapa l) es una etapa de recodificacién del genoma virico de un virus de ARN infeccioso mediante
la sustitucion aleatoria de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 20 %, preferentemente de
aproximadamente el 1% a aproximadamente el 17 %, preferentemente de aproximadamente el 1% a
aproximadamente el 15 %, preferentemente de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 10 %, preferentemente
de aproximadamente el 3 a aproximadamente el 8 %, preferentemente de aproximadamente el 3% a
aproximadamente el 5 % de los codones de nucleétidos de todo el genoma virico de dicho virus ARN infeccioso por
otro codoén de nucleétidos que codifica el mismo aminoacido, con la condiciéon de que:

i) el nUmero y la posicion de los codones de nucleétidos raros presentes en dicho genoma virico no se modifiquen,
siendo dichos codones de nucledtidos raros CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG y ACG;y

ii) las regiones de dicho genoma virico que estan implicadas con la estructura secundaria del ARN no se
modifiquen.

El método de re-codificacion modifica de esta manera la composiciéon de acidos nucleicos de grandes regiones
codificantes del genoma virico del virus ARN sin modificar las proteinas codificadas mediante la introduccién de un
gran numero de mutaciones sinénimas.

El material de partida de la etapa |) es preferentemente un virus de ARN infeccioso. Preferentemente, el genoma del
virus se re-codifica de tal manera que de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 20 % de los codones de
nucleotidos estan sustituidos por diferentes codones de nucleétidos que codifican el mismo aminoacido. Esto es
posible gracias al sesgo de uso de codones.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "codones de nucleétidos sinbnimos™ o "codones
sinénimos" se refieren a dos o mas codones de nucledtidos que codifican el mismo aminoacido. De hecho, la mayoria
de los aminoacidos estan codificados por mas de un coddn. Los codones sindnimos son codones que codifican el
mismo aminoacido.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "mutacién sinénima" o "sustitucion de sinébnimos" se
refieren a la sustitucion de un codén de nucleétidos por otro coddn de nucleétidos que codifica el mismo aminoacido,
es decir, un codon sinénimo. Los inventores han demostrado que las sustituciones sindnimos reducen la capacidad
de replicacion de un virus. Adicionalmente, la introduccién de codones sinénimos en un genoma de un virus limita su
capacidad para mutar o usar la recombinacion para volverse virulento. Es de destacar que para la obtencion de un
virus ARN atenuado, que todavia podrian usarse como vacunas vivas atenuadas, solo del 1% al 20 %,
preferentemente del 1 % al 10 % de los codones de nucleétidos del genoma virico se recodifican aleatoriamente. En
el contexto de la invencion, las mutaciones sindnimas se introducen mediante mutagénesis dirigida al sitio.
Preferentemente, dichas mutaciones se insertan mediante mutagénesis en casete.

Mientras que la mayoria de los aminoacidos pueden estar codificados por varios codones diferentes, no todos los
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codones se usan con la misma frecuencia, algunos codones son codones "raros". Como se usa en el presente
documento, un codén "raro” es uno de al menos dos codones sinénimos que codifican un aminoacido particular que
esta presente en un ARNm a una frecuencia significativamente mas baja que el codén usado con mas frecuencia para
ese aminoéacido. Normalmente, dichos codones raros son CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG y ACG.

El método disefiado por los inventores se basa en la observacion de que dichos codones raros deben permanecer
inalterados para controlar eficazmente la atenuacion virica.

Adicionalmente, los inventores llegaron a la conclusion de que las regiones del genoma virico implicadas en la
estructura secundaria del ARN no se modificaran para controlar eficazmente la atenuacién virica. En consecuencia,
dichas regiones no deben re-codificarse.

Como se usa en el presente documento, la expresiéon "regiones del genoma virico implicadas con la estructura
secundaria del ARN" se refiere a regiones conservadas del genoma del virus, que contienen estructuras de ARN
funcionalmente activas, también conocida como "estructura secundaria de ARN". Se demuestra que dichas estructuras
de ARN son importantes durante las diversas etapas del ciclo de vida virico. El experto en la materia determinaria
facilmente las regiones implicadas con una estructura secundaria de ARN significativa, que suelen estar bien
conservadas en la filogenia evolutiva.

Basicamente, la etapa |) de recodificar el genoma de un virus de ARN infeccioso comprende la siguiente etapa:

- identificacién de codones en multiples ubicaciones dentro de porciones no reguladoras del genoma virico, cuyos
codones pueden reemplazarse por codones sindnimos, no siendo dichos codones CGU, CGC, CGA, CGG, UCG,
CCG, GCG y ACG;

- seleccionar un coddn sinénimo para sustituir entre aproximadamente el 1 y aproximadamente el 20 % de los
codones de nucledtidos identificados; y

- sustituir un codén sinénimo para cada uno de los codones identificados, preferentemente sobre la base de la tabla
1 a continuacion.

Preferentemente, la etapa |) se realiza:

- determinando la secuencia de aminoacidos codificada por todo el genoma virico del virus de ARN infeccioso y
determinar cada coddn de nucledétido que codifica cada aminoacido; y

- sustituyendo aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 20 %, preferentemente de aproximadamente el 1 % a
aproximadamente el 17 %, preferentemente de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 15 %,
preferentemente de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 10 %, preferentemente de aproximadamente el 3 a
aproximadamente el 8 %, preferentemente de aproximadamente el 3 % a aproximadamente el 5 % del codén de
nucledtidos del genoma virico que codifica un aminoacido de la tabla 1, por un codén de nucleétido diferente que
codifica el mismo aminoacido como se especifica en la tabla 1:

Tabla 1: Mutaciéon sinbnima de acuerdo con la invencion

Aminoacido Codén de nucleétido
Ala, A GCU, GCC, GCA
Arg/R AGA, AGG
Asn/N AAU, AAC
Asp/D GAU, GAC
Cysl/C UGU, UGC
GIn/Q CAA, CAG
GIu/E GAA, GAG
Gly/G GGU, GGC, GGA
His/H CAU, CAC

lle/l AUU, AUC, AUA
Leu/L UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG
Lys/K AAA, AAG
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(continuacién)

Aminoacido Codén de nucleétido
Phel/F Uuu, uuc
Pro/P CCU, CCC, CCA
Ser/S UCU, UCC, UCA, AGU, AGC
Thr/T ACU, ACC, ACA
TyrlY UAU, UAC
Val/v GUU, GUC, GUA, GUG

Los virus atenuados, obtenidos de acuerdo con la invencidn, tienen la notable propiedad de no modificarse a nivel
proteico. De hecho, dichos virus atenuados corresponden a virus que fueron modificados genéticamente mediante
sustituciones sinénimas, soélo a nivel nucleico.

La atenuacion virica puede confirmarse de formas que son bien conocidas por un experto en la materia. Los ejemplos
no limitantes incluyen ensayos en placa, mediciones de crecimiento y reduccion de la morbilidad o letalidad en
animales de prueba.

Mas especificamente, los inventores han demostrado que la recodificacion a gran escala tiene un impacto en la aptitud
de replicacién del virus de ARN diana, atenuando de esta manera dicho virus.

"Aptitud replicativa" se define como la capacidad de replicacion/adaptabilidad de un organismo en un entorno dado.
La aptitud replicativa de un virus, o un virus atenuado obtenido de acuerdo con el método descrito en el presente
documento, puede medirse in cellulo, por ejemplo, por medios que implican competiciones entre dos 0 mas cepas
viricas en cultivo de tejidos. Normalmente, la aptitud replicativa puede determinarse una vez que se recupera el virus,
en diversos tipos de células tales como células de primates no humanos o células de mosquitos en el caso de los
arbovirus. Normalmente, el virus recodificado a evaluar y un virus de tipo silvestre se pasan en diversos tipos de
células, tales como células de primates no humanos (Vero) o de mosquito (C6/36). La cinética replicativa de cada virus
de pases se determina usando técnicas conocidas como el analisis de la tasa de crecimiento virico, basado en el
analisis de los valores de TCID50.

Los inventores han demostrado que la etapa de recodificacién aleatoria disminuye la aptitud replicativa del virus tanto
en primates (como en células de artropodos en el caso de los arbovirus). La disminucién de la aptitud de replicacion
se correlaciond directamente con el grado de recodificacion. Estos resultados corroboran que la recodificacion de
codones reduce profundamente el titulo infeccioso del virus liberado mientras que el niumero de particulas viricas
permanece estable.

El virus de ARN atenuado que el método pretende generar (también denominado "virus diana" en el presente
documento) es una version atenuada de un virus de ARN positivo monocatenario de un receptor humano o animal.
Mas preferentemente dicho virus se selecciona del grupo que consiste en flavivirus, alfavirus y enterovirus.

Una lista no limitante de flavivirus comprende el virus del dengue (DENV), Virus de la fiebre amarilla (YFV), Encefalitis
de San Luis (SLEV), Virus de la encefalitis japonesa (JEV), Encefalitis del valle de Murray (MVEV), Virus del Nilo
Occidental (VNO), Rocio (ROCV), Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV), Fiebre hemorragica de
Omsk (OMSKYV), Enfermedad de Kyasanr Forrest (KFDV), Powassan (POWYV). Preferentemente, dicho flavivirus se
selecciona del grupo que consiste en:

- Virus de la encefalitis japonesa (JEV); tal como una cepa de genotipo | (JEV 1) o la cepa de genotipo Il (JEV III),
- Virus del Nilo Occidental (VNO), tal como una cepa de genotipo 2;

- Virus del dengue (DENV), tal como una cepa de serotipo 4;

- Virus de la fiebre amarilla (YFV), tal como una cepa de tipo silvestre de América del Sur; y

- Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV), tal como una cepa de subtipo del Lejano Oriente.

Mas preferentemente, dicho flavivirus es el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas

Una lista no limitante de alfavirus comprende el virus Chikungunya (CHIK), encefalitis equina del este (EEE), virus de
la encefalitis equina occidental, virus de la encefalitis equina venezolana (VEE), virus Mayaro (MAYO), virus
O'nyong'nyong (ONN), virus Sindbis, virus del bosque de Semliki, virus del bosque de Barmah, virus del rio Ross, virus
Una, virus Tonate. Preferentemente, dicho alfavirus es el virus Chikungunya.

Una lista no limitante de enterovirus comprende Coxsackie, ecovirus, poliovirus y rinovirus. Preferentemente, dicho
enterovirus es Coxsackie, mas preferiblemente virus Coxsackie B.
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En una realizacion preferida, el virus diana es el virus Chikungunya. En esta realizacion especifica, la etapa de
recodificacion se realiza en tres regiones del genoma virico, en concreto:

- laregién que codifica la proteina no estructural nsP1;
- laregion que codifica la proteina no estructural nsP4; y
- laregién que se solapa con las proteinas estructurales E2 y E1.

Normalmente, las mutaciones se introducen gracias a la mutagénesis de casete, también denominado "casetes re-
codificados". Normalmente, se usa un casete recodificado de aproximadamente 1300 pb a aproximadamente 1500 pb
para cada region.

En esta realizacion, el genoma virico de Chikungunya se modifica como sigue:

- la regién que codifica la proteina no estructural nsP1, en la posicién 242-1543 (nt) del genoma completo esta
mutado por un casete recodificado de 1302 nt, como se representa en SEQ ID NO: 63;

- la regién que codifica la proteina no estructural nsP4, en la posicién 6026-7435 (nt) del genoma completo esta
mutado por un casete recodificado de 1410 nt, como se representa en SEQ ID NO: 64; y

- la region que se solapa con las proteinas estructurales E2 y E1, en la posicion 9526-11022 (nt) del genoma
completo esta mutado por un casete recodificado de 1500 nt, como se representa en SEQ ID NO: 65.

Normalmente, cada uno de los casetes recodificados introduce de 200 a 400 mutaciones sindnimas, preferentemente
de aproximadamente 250 a aproximadamente 320, preferentemente de aproximadamente 266 a aproximadamente
320. Preferentemente, el casete recodificado como se representa en SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64 y SEQ ID NO:
65 introducen respectivamente 264, 298 y 320 mutaciones sinénimas.

En otra realizacion, el virus diana es el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV). En esta realizacion
especifica, la etapa de recodificacion se realiza en la regiéon genémica NS5 del virus, que codifica la proteina no
estructural NS5. Normalmente se usa un casete recodificado de aproximadamente 1400 pb. En esta realizacion, el
genoma virico de TBEV se modifica para introducir de aproximadamente 200 a aproximadamente 350 mutaciones
sinénimas, preferentemente de aproximadamente 200 a aproximadamente 300, preferentemente de aproximadamente
225 a aproximadamente 300, preferentemente de aproximadamente 225 a aproximadamente 275, preferentemente
de aproximadamente 225.

Preferentemente, el genoma virico del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas estd mutado por un casete
recodificado de 1412 nt, representado en SEQ ID NO: 66. Dicho casete recodificado introduce 273 mutaciones.

En adn otra realizacién, el virus diana es el virus de la encefalitis japonesa (JEV), preferiblemente una cepa de genotipo
1. En esta realizacion especifica, la etapa de recodificacion se realiza en una regién grande del genoma virico,
tipicamente en casi todo el marco de lectura abierto (ORF) completo, desde el comienzo de PrM hasta el final de la
region gendémica NS5.

Preferentemente, el genoma virico de JEV se modifica para introducir de aproximadamente 163 a aproximadamente
658, preferentemente de aproximadamente 163 a aproximadamente 658 mutaciones.

Preferentemente, el genoma viral del virus de la encefalitis japonesa esta mutado por al menos un casete recodificado
seleccionado del grupo que consiste en:

- casete recodificado la, como se representa en SEQ ID NO: 67;
- casete recodificado Ib, como se representa en SEQ ID NO: 68;
- casete recodificado Ila, como se representa en SEQ ID NO: 69;
- casete recodificado Ilb, como se representa en SEQ ID NO: 70;
- casete recodificado llla, como se representa en SEQ ID NO: 71; y
- casete recodificado lllb, como se representa en SEQ ID NO:72.

Mas preferentemente, el genoma virico del virus de la encefalitis japonesa se muta mediante una combinacion de
casetes recodificados de la siguiente manera:

- combinacion de casetes recodificados la e lla; o
- combinacion de casetes recodificados la e llla; o
- combinacién de casetes recodificados lla e llla.

Generacion directa de un virus de ARN atenuado

El método de la invencidon comprende una segunda etapa Il) de generacion directa de un virus de ARN atenuado.
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Los inventores desarrollaron un enfoque novedoso para generar directamente un virus de ARN atenuado, partiendo
del genoma virico recodificado aleatoriamente de dicho virus. Los inventores evidenciaron que los fragmentos de ADNc
solapantes, abarcando cada uno una porcién del genoma de un virus de ARN, puede dar lugar a un virus sin el uso
de un ADNCc de longitud completa o un plasmido o un vector que comprenda tal ADNc de longitud completa. En
consecuencia, los inventores aclararon que los fragmentos de ADN de doble cadena solapantes, abarcando cada uno
una porcién del genoma virico atenuado, permiten espontaneamente la recombinacion y sintesis de una copia de ADN
del genoma virico completo in cellulo.

Dicho método es altamente ventajoso, especialmente porque exonera de:

- construir un ADNc de longitud completa, que abarca el genoma virico recodificado completo; y/o

- el uso de un plasmido o un vector que comprende dicho ADNc de longitud completa; y/o

- la necesidad de reconstruir el ADNc de longitud completa o el genoma virico atenuado completo antes de la
transfeccion en una célula hospedadora; y/o

- modificar el genoma virico atenuado tal como incorporando recombinacion de origen no natural o sitios de enzimas
de restriccion; y/o

- uso de virus auxiliares u otra proteina virica.

Esta etapa Il) especifica de la invencion, también denominada "Amplicones subgenémicos infecciosos” o "ISA",
es por lo tanto un procedimiento muy sencillo capaz de acelerar la produccion de virus de ARN atenuados en unos
dias, con perfecto control de las secuencias viricas y partiendo de un genoma virico recodificado.

La estrategia se basa en la produccién de varios fragmentos de ADNc, abarcando cada uno un fragmento del genoma
virico recodificado. El montaje de la construccion no se realiza in vitro mediante ensamblaje de Gibson o clonacion de
extension de polimerasa circular antes de la transfeccion, sino a través de un proceso de recombinacion que tiene
lugar directamente in cellulo.

Como se usa en el presente documento, la expresion "generaciéon de virus de ARN atenuados” se refiere a la
produccién de un virus de ARN, en una forma genéticamente modificada, es decir, en una forma recodificada de
acuerdo con el método de la invencion.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sitio de recombinacién que no se produce de forma natural”
se refiere a secuencias que permiten la recombinacion especifica de sitio que pueden ejemplificarse mediante los
sistemas de recombinacién Cre-Lox o FLP-FRT. El sitio de la enzima de restriccion se refiere a secuencias que
permiten el corte especifico del sitio de ADN bicatenario mediante enzimas de restriccion que pueden ejemplificarse
mediante las endonucleasas Notl o Alul.

La etapa Il) del método de la invenciéon comprende una sub-etapa Il.a) de introducir un promotor de la ARN polimerasa
dependiente de ADN en la posicion 5' de todo el genoma de un virus de ARN. Opcionalmente, dicha sub-etapa Il.a)
comprende ademas la introduccién de un terminador y una secuencia de poliadenilacion de ARN en la posicion 3' del
genoma completo de un virus de ARN.

Es de destacar que cuando el virus diana es un virus poliadenilado, tal como flavivirus, la sub-etapa Il.a) es una etapa
de introduccién de un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN en la posicion 5' y un terminador y una
secuencia de poliadenilacién de ARN en la posicion 3' del genoma completo de un virus de ARN.

Incluyendo, en el extremo 5' del primer fragmento de ADNc, un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN,
y en el extremo 3' del ultimo fragmento de ADNc una secuencia de ribozima y una secuencia sefial para la
poliadenilacion del ARN, el fragmento de ADNc se transcribe como un genoma atenuado de ARN de longitud completa
con extremos 5'y 3' auténticos.

Preferentemente, dicho promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN en la posicién 5' es el promotor del
citomegalovirus humano (pCMV), como se representa en SEQ ID NO:1. Preferentemente, dicha secuencia de
poliadenilacion de terminador y ARN es, respectivamente, la ribozima de la hepatitis delta y la sefial de poliadenilacion
del virus de simio 40 (HDR/SV40pA). La secuencia de HDR/SV40pA se representa en SEQ ID NO: 2.

En consecuencia, la sub-etapa a) proporciona el genoma virico recodificado completo del virus de ARN, flanqueado
respectivamente en 5'y 3' por el promotor del citomegalovirus humano (pCMV) (SEQ ID NO: 1) y la ribozima delta de
la hepatitis seguida por la sefial de poliadenilacion del virus de simio 40 (HDR/SV40pA) (SEQ ID NO:2)

La etapa IlI) del método de la invencion comprende una sub-etapa Il.b) de amplificacion de todo el genoma virico
recodificado en varios fragmentos de ADNc solapantes. En la sub-etapa 1l.b), el genoma virico completo corresponde
al genoma virico completo preparado en la etapa a), es decir, que incluye dicho promotor y opcionalmente dicho
terminador y secuencia de poliadenilacion de ARN.

Como se usa en el presente documento, la expresion "fragmentos de ADNc solapantes”, "fragmentos de ADNc",
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también designados "amplicones" o "fragmentos subgenémicos de ADN" o "amplicones subgenémicos" son
fragmentos de ADN bicatenario que abarcan solo una parte del genoma virico recodificado de un virus de ARN.

Tales fragmentos corresponden a "fragmentos subgenémicos".

Los inventores aclararon que, cuando dichos fragmentos se transfectan dentro de una célula, sorprendentemente se
recombinan espontaneamente in cellulo para reconstituir todo el genoma virico recodificado. Dicha recombinacion se
produce incluso si el genoma virico no esta modificado genéticamente para incorporar sitios de recombinacion
adicionales y que no se producen de forma natural.

Los fragmentos de ADNc de acuerdo con la invencion comprenden:

- fragmentos de ADN obtenidos por amplificacion, por ejemplo por PCR; asi como
- fragmentos de ADN obtenidos de novo.

Preferentemente, dichos fragmentos de ADNc no son infecciosos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "ADNc de longitud completa”, se refiere a un ADN que
comprende todo el genoma virico de un virus en una sola pieza, preferentemente el genoma virico recodificado
completo.

Como se usa en el presente documento, la expresion "Fragmento de ADNc que abarca una parte del genoma
virico recodificado completo”, se refiere a un fragmento de ADN que comprende una porcién del genoma virico
recodificado completo. Normalmente, los fragmentos de ADNc de acuerdo con la invencidon se recombinan
espontaneamente tras la transfeccion en células para constituir una copia de ADN de todo el genoma virico
recodificado, flanqueado en el extremo 5' por un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN, y en el extremo
3' por una secuencia de terminacién y una secuencia sefial para la poliadenilacion del ARN. Esta construccién se
transcribe como un genoma recodificado por ARN de longitud completa con extremos 5' y 3' auténticos por la
magquinaria celular. Por el contrario, un "ADNc de longitud completa que abarca el genoma virico completo” es
un solo ADNc que codifica la totalidad del genoma virico, preferentemente la totalidad del genoma virico recodificado.

Preferentemente, la etapa Il.b) del método de la invencién permite la produccion de 2 a 15 fragmentos de ADNc
solapantes, preferentemente de 3, 4, 5 o 6 fragmentos de ADNc solapantes. Normalmente, dichos fragmentos de
ADNCc son de aproximadamente 2 kb a aproximadamente 6 kb, preferentemente de aproximadamente 4 kb y cada
fragmento de ADNc tiene aproximadamente 70 a aproximadamente 100 pb de regiones solapantes.

Preferentemente, dichos fragmentos de ADNc solapantes de la etapa 1l.b) son:

- fragmentos de clon infeccioso no amplificados por PCR;

- fragmentos de clon infeccioso amplificados por PCR;

- fragmentos de clon no infeccioso no amplificados por PCR;

- fragmentos de clon no infeccioso amplificados por PCR;

- fragmentos sintetizados de novo no amplificados por PCR;

- fragmentos sintetizados de novo amplificados por PCR; y

- fragmentos obtenidos por PCR con transcripcion inversa del genoma virico.

La etapa Il) del método in vitro de la invencién comprende una sub-etapa ll.c) de transfeccion de dichos fragmentos
de ADNc en una célula hospedadora.

Como se usa en el presente documento, el término "transfecciéon” se refiere a la introduccion de acidos nucleicos (ya
sea ADN o ARN) en células eucariotas o procariotas. Una célula que ha absorbido el acido nucleico exdégeno se
denomina "célula hospedadora” o "célula transfectada". La transfeccion puede lograrse mediante una diversidad de
medios conocidos en la técnica que incluyen la co-precipitacién de ADN con fosfato de calcio, transfecciéon mediada
por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por polibreno, electroporacion, microinyeccion, fusiéon de liposomas,
lipofeccion, fusién de protoplastos, infeccion retrovirica y biolistica.

Preferentemente, la célula hospedadora de la sub-etapa c) es una célula permisiva, que permite la recuperacion de
un virus infeccioso. Normalmente, las células permisivas empleadas en el método de la presente invencion son células
que, tras la transfeccion con los fragmentos de ADNc, son capaces de realizar un ciclo de replicacion completo del
virus, incluyendo la produccion de particulas viricas. Preferentemente, dicha célula hospedadora se selecciona del
grupo que consiste en lineas celulares SW13, BHK-21, HEK 293 y Vero.

En una realizacion preferida, la sub-etapa Il.c) es una etapa de transfeccién directa de los fragmentos de ADNc
obtenidos en la sub-etapa Il.b) como tal, y la sub-etapa Il.c) se produce directamente después de la sub-etapa Il.b).
En esta realizacién especifica, los fragmentos de ADNc como tales se transfectan a las células hospedadoras. Dichos
fragmentos se recombinan espontaneamente in cellulo en una copia de ADN del genoma virico recodificado completo
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flanqueado en el extremo 5' por un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN, y en el extremo 3' por una
secuencia de terminacion y una secuencia sefial para la poliadenilaciéon del ARN. Como se ha mencionado
previamente, el método de la invencién supera un prejuicio técnico ya que exonera de transfectar un ADNc de longitud
completa, abarcando el genoma virico completo, como tal. Aparte, el método estd exento de usar un plasmido o un
vector que comprende dicho ADNc de longitud completa como tal y/o la necesidad de reconstruir el ADNc completo o
el genoma virico completo antes de la transfeccion en una célula hospedadora.

Por el contrario, el método se basa en la transfeccion de los fragmentos de ADNc solapantes, comprendiendo cada
uno una porcién del genoma virico recodificado. La transfeccion de fragmentos de ADN bicatenario solapantes, que
abarcan el genoma completo de un virus de ARN, en células permisivas permite espontaneamente la recombinacién
y sintesis de una copia de ADN del genoma virico completo in cellulo.

En una realizacion alternativa, la sub-etapa ll.c) es una etapa de transfeccion de plasmidos, cada uno de los cuales
comprende un fragmento de ADNc obtenido en la sub-etapa Il.b), en donde cada fragmento de ADNc se incorpora en
plasmidos o vectores individuales y separados.

En esta realizacion, cada fragmento de ADNc se incorpora en plasmidos o vectores individuales y separados. Cada
plasmido o vector comprende un solo fragmento de ADNc. En esta realizacion, el genoma virico recodificado completo
se reconstituye después de la transfeccion.

En una realizacion, el método de la invencion comprende una etapa I1.b") adicional después de la sub-etapa b) y antes
de la sub-etapa c) de purificacion de los fragmentos de ADNc solapantes. Dicha purificacion puede realizarse mediante
cualquier técnica conocida, preferentemente a través de una columna de cromatografia.

La etapa Il) del método de la invenciéon comprende una sub-etapa Il.d) de incubacion de las células hospedadoras,
que preferentemente dura de 3 a 9 dias. Durante dicha etapa de incubacién, los fragmentos de ADNc transfectados
se recombinan espontaneamente en las células hospedadoras para constituir una copia de ADN de todo el genoma
virico recodificado, flanqueado en el extremo 5' por un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN, y en el
extremo 3' por una secuencia de terminacién y una secuencia sefial para la poliadenilacion del ARN. Esta construccion
se transcribe como un genoma de ARN de longitud completa con extremos 5'y 3' auténticos por la maquinaria celular.

En consecuencia, el producto rescatado en la sub-etapa 1l.d) es un virus de ARN atenuado.

Composicion farmacéutica

El virus de ARN atenuado obtenido de acuerdo con el método desvelado en el presente documento puede estar
comprendido en una composicion farmacéutica.

Todos los datos técnicos desvelados anteriormente son aplicables aqui.
Dichas composiciones farmacéuticas que comprenden virus atenuados son adecuadas para la inmunizacién.

Preferentemente, la administracién de una composicién farmacéutica tal puede ser por diversas vias parenterales tales
como via subcutanea, intravenosa, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intranasal, oral o transdérmica. La
administracion parenteral puede lograrse mediante inyeccidn en bolo o por perfusiéon gradual en el tiempo.

Las preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y/o emulsiones acuosas o no
acuosas estériles, que pueden contener agentes auxiliares o excipientes conocidos en la técnica. Algunos ejemplos
de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva y ésteres
organicos inyectables tales como oleato de etilo. Pueden usarse vehiculos o vendajes oclusivos para aumentar la
permeabilidad de la piel y mejorar la absorcidon de antigenos. Las formas de dosificacion liquidas para administracion
oral pueden comprender una solucién de liposomas que contienen la forma de dosificacion liquida. Las formas
adecuadas para suspender liposomas incluyen emulsiones, suspensiones, soluciones, jarabes y elixires que contienen
diluyentes inertes usados comunmente en la técnica, tales como agua purificada. Ademas de los diluyentes inertes,
tales composiciones también pueden incluir adyuvantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y de
suspension, o agentes edulcorantes, aromatizantes o perfumantes.

Cuando se usa una composicion de la presente divulgacion para la administraciéon a un individuo, puede comprender
ademas sales, tampones, adyuvantes u otras sustancias que sean deseables para mejorar la efectividad de la
composicion. Para vacunas, pueden usarse adyuvantes, sustancias que pueden aumentar una respuesta inmunitaria
especifica. Normalmente, el adyuvante y la composicidon se mezclan antes de la presentacion al sistema inmunitario,
0 se presentan por separado, pero en el mismo sitio del organismo que se inmuniza.

La administracion de la composiciéon puede ser con un propésito "profilactico” o "terapéutico”. Cuando se proporcionan

de manera profilactica, las composiciones de la divulgacion que son vacunas se proporcionan antes de que se
manifieste cualquier sintoma o signo clinico de una infeccién por patdégenos. La administracion profilactica de la
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composicion sirve para prevenir o atenuar cualquier infeccién posterior. La divulgacion pertenece a la composicién
farmacéutica como se desvela en el presente documento para su uso para prevenir una infecciéon por virus de ARN
en un sujeto.

Cuando se proporciona terapéuticamente, una vacuna virica atenuada se proporciona tras la deteccion de un sintoma
0 signo clinico de una infeccion real. La administracion terapéutica sirve para atenuar cualquier infeccion real. La
divulgacion se refiere a la composicion farmacéutica desvelada en el presente documento para su uso para tratar una
infeccion por virus de ARN en un sujeto.

Por lo tanto, puede proporcionarse una composicién de vacuna atenuada de la presente divulgacion antes del inicio
de la infeccion (para prevenir o atenuar una infeccion anticipada) o después del inicio de una infeccion real.

Diseio de futura vacuna candidata

La divulgacion se refiere al uso del método desvelado en el presente documento para desarrollar una vacuna viva
atenuada.

Todos los datos técnicos desvelados anteriormente son aplicables aqui.

Se ha demostrado que la etapa de recodificacion de codones a gran escala de la invencién es un poderoso método
de atenuacién que tiene varias ventajas para el desarrollo de vacunas, incluyendo la posibilidad de obtener cepas de
vacunas potenciales en un periodo muy corto tan pronto como se conozca la secuencia completa del patégeno diana
y pueda producirse un genoma infeccioso. El método de la invencion es por lo tanto extremadamente Util para generar,
en dias, una vacuna viva atenuada dirigida contra un patégeno novedoso para el que no se dispone de tratamiento o
vacuna.

Adicionalmente, los inventores han demostrado que el método de la invencion es ventajoso en varios aspectos al
disefar futuras vacunas candidatas, en concreto:

(i) la reversion al tipo silvestre es intrinsecamente mas dificil, dado el alto nimero de mutaciones producidas;

(i) dado que la reduccion de la aptitud replicativa disminuye con el grado de recodificacion, el método abre la puerta
para ajustar con precision la reduccion de la aptitud mediante la modulaciéon de la longitud de las regiones
recodificadas y el nimero de mutaciones sindnimas introducidas;

(iii) el uso de una combinacién de varias regiones recodificadas ubicadas en todo el genoma virico previene la
reversion fenotipica completa debido a la recombinaciéon entre virus TS y recodificados: la modificacion de
secuencia a gran escala hace que la recombinacién sea intrinsecamente mas dificil y, en el caso de la
recombinacion, la parte del genoma que representa la cepa recodificada probablemente aun portaria algunas
mutaciones asociadas a la reduccion de la aptitud.

Todos los datos técnicos desvelados anteriormente son aplicables aqui.

Los siguientes ejemplos se dan con el fin de ilustrar diversas realizaciones de la invencioén y no pretenden limitar la
presente invencion de ninguna manera.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Estrategia universal para rescatar virus de ARN positivos monocatenarios.

El genoma virico completo, representado esquematicamente en la figura (genoma flavivirico), flanqueado
respectivamente en 5' y 3' por el promotor del citomegalovirus humano (pCMV) y la ribozima delta de la hepatitis
seguida de la sefal de poliadenilaciéon del virus de simio 40 (HDR/SV40pA), se amplificé mediante PCR en 3
fragmentos de ADNc solapantes. La transfeccion de productos de PCR en células permisivas permitié la
recuperacion de virus después de 3 a 9 dias. Las flechas azules horizontales representan los cebadores usados
para generar los 3 fragmentos de ADNc solapantes.

Figura 2: Representacion esquematica de los virus recodificados CHIKV.

De arriba a abajo: Barra de escala de nucledtidos; representacion esquematica del genoma completo de CHIKV
con regiones codificantes (rectangulos grises), no codificantes (rectangulos negros) y la cola poliA. Las regiones
recodificadas se representan en gris oscuro.

Figura 3: Representacion esquematica de los 9 JEV recodificados diferentes obtenidos con el método ISA.

Cada rectangulo representa un fragmento. Los rectangulos morados se usan cuando no se introdujeron mutaciones
(TS). Los rectangulos azules (bajo nivel de recodificacion) y verdes (alto nivel de recodificacion) se usan para los
fragmentos recodificados (el valor representa el nUmero de mutaciones sinénimas).

Figura 4: Aptitud replicativa de los JEV TS y recodificados.

La aptitud replicativa in cellulo de los JEV recodificados se midié usando células humanas. Los resultados muestran
una disminucién de la aptitud replicativa de acuerdo con el nivel de recodificacién, el tamafio de la region de
recodificacion y la posicion gendémica del fragmento o fragmentos recodificados.
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Ejemplos

EJEMPLO 1: Generar un virus de ARN en unos dias

El Ejemplo 1 ilustra el método ISA que permite la produccion de un virus de ARN en dias.

La siguiente ilustracion de ISA se basa en genomas viricos que no se modificaron previamente, es decir, genoma
virico que no paso por una etapa de recodificacion.

METODOS
Células, virus, clones infecciosos y anticuerpos

Se cultivaron células de rifién de cria de hamster (BHK-21) a 37 °C con COz2 al 5 % en un medio esencial minimo (Life
Technologies) con suero bovino fetal inactivado por calor al 7 % (FBS; Life Technologies) y Penicilina/Estreptomicina
al 1 % (PS; 5000 U/ml y 5000 ug/ml; Life Technologies). Las células de rifidn embrionario humano 293 (HEK-293) y
las células de rifidn de mono verde africano (VeroE®6) se cultivaron a 37 °C con CO2 al 5 % en el mismo medio que las
células BHK-21 suplementadas con 1 % de aminoacidos no esenciales (Life technologies). Se cultivaron células de
carcinoma suprarrenal humano (SW13) a 37 °C con COz2 al 5 % en medio RPMI 1640 (Life Technologies) con FBS al
10 % y PS al 1 %. La cepa JEV de genotipo | JEV_CNS769_Laos_2009 (KC196115) se aisl6 en junio de 2009 del
liquido cefalorraquideo de un paciente en Laos16; YFV cepa BOL 88/1999 (KF907504), aislada en 2009 de un suero
humano, fue amablemente proporcionada por el Centro Nacional de Enfermedades Tropicales (CENETROP), Santa-
Cruz, Bolivia; Cepa DENV-4 Dak HD 34 460 (KF907503), aislada de un suero humano, fue proporcionada
amablemente por Robert B Tesh del Center for Biodefense and Emerging Infectious Diseases - Sealy Center for
Vaccine Development (University of Texas Medical Branch, Galveston, Texas, USA); el clon infeccioso del genotipo I
de JEV derivado de la cepa rp9 (DQ648597) fue amablemente proporcionado por Yi-Ling Lin del Institute of Biomedical
Sciences, Academia Sinica, Taipei, Taiwan; el clon infeccioso de WNV derivé de la cepa Ouganda 1937 (M12294); el
clon infeccioso de TBEV derivé de la cepa Oshima 5.10 (AB062063); el clon infeccioso de CV-B3 derivé de la cepa
2679 (KJ489414). Se usaron un suero inmune especifico de JEV (obtenido después de la vacunacion contra JEV) y
anticuerpos especificos de DENV monoclonales17 para realizar ensayos de inmunofluorescencia directa.

Preparacioén de fragmentos de ADNc

El genoma completo flanqueado respectivamente en 5'y 3' por el promotor del citomegalovirus humano (pCMV) (SEQ
ID NO: 1) y la ribozima delta de la hepatitis seguida por la sefial de poliadenilacién del virus de simio 40 (HDR/SV40pA)
(SEQ ID NO:2) se amplifico mediante PCR en tres fragmentos de ADN solapantes de aproximadamente 4,8 kb, 3,0 kb
y 4,3 kb (4,8 kb, 2,9 kb y 5,2 kb para CHIKV, 4,8 kb, 4,1 kb 'y 3,4 kb para TBEV y 2,9 kb, 2,8 kb y 2,7 kb para CV-B3)
(véase la Tabla 1 a continuacion).

Para WNV, TBEV, JEV lll y CHIKV, los fragmentos de ADN se obtuvieron mediante PCR usando clones infecciosos
(para JEV lll, se corrigié una mutacion usando PCR de fusion).

Para JEV | (todos los fragmentos de ADN), DENV-4 (primer y tercer fragmento) e YFV (primer y tercer fragmento), Los
fragmentos de ADN se sintetizaron de novo (Genscript) y se amplificaron mediante PCR. Los amplicones se produjeron
usando el kit Platinum PCR SuperMix High Fidelity (Life Technologies).

La mezcla (volumen final: 50 pl) consistia en 45 pl de supermezcla, 2 pyl de molde de ADN a 1 ng/pl (clon infeccioso o
fragmento de ADN sintetizado) y 200 nM de cada cebador. Para DENV-4 y YFV, el segundo fragmento de ADN se
obtuvo mediante RT-PCR a partir de sobrenadantes celulares clarificados. Los acidos nucleicos se extrajeron usando
el EZ1 Virus Mini Kit v2 en el EZ1 Biorobot (ambos de Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se
amplificaron con el kit Superscript Il One-Step RT-PCR Platinum Taq Hifi (Life Technologies). La mezcla (volumen
final: 50 pl) contenia 25 pl de mezcla de reaccion, 2 pl de extracto de acido nucleico, 100 nM de cada cebador, 1 pl de
mezcla de enzimas y 20 pl de agua libre de nucleasas. Los ensayos se realizaron en un termociclador de gradiente
convencional Biometra T-professional con las siguientes condiciones: 94 °C durante 2 min seguido de 40 ciclos de
94 °C durante 15 s, 64 °C durante 30 s, 68 °C durante 5 min y una etapa preliminar de 50 °C durante 30 min para la
RT-PCR. El tamafio de los productos de PCR se verificd6 mediante electroforesis en gel y se purificé usando un kit
Amicon Ultra - 0,5 ml (Millipore) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cuando se usé ADN plasmidico como
molde, la retirada completa del molde se aseguré mediante una etapa de digestion con la enzima de restriccion Dpn1
(New England Biolabs) antes de la transfeccion. Para controlar la eficiencia de esta etapa adicional, los inventores
transfectaron (véase a continuacién), como control, s6lo dos fragmentos de ADNc (el primero y el segundo, 1 g final).
Estos controles no produjeron ningun virus infeccioso.
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Transfeccion celular

Se incubd 1 g final de una mezcla equimolar de todos los fragmentos de ADNc amplificados por PCR o 1 pg de clon
infeccioso de CV-B3 con 12 pl de Lipofectamine 2000 (Life Technologies) en 600 pyl de medio Opti-MEM (Life
Technologies). De acuerdo con las instrucciones del fabricante, la mezcla se afiadio a un matraz de cultivo de 12,5 cm?
de células subconfluentes que contenia 1 ml de medio sin antibidticos. Después de 4 horas de incubacion, se retird el
sobrenadante celular, las células se lavaron dos veces (HBSS; Life Technologies) y se afadieron 3 ml de medio fresco.
El sobrenadante celular se recogié cuando se observé un efecto citopatico bruto (CPE) (3-9 dias dependiendo del tipo
de célula y la velocidad de crecimiento del virus) o 9 dias después de la transfeccion para virus no citopaticos, se
clarificé por centrifugacion, se tomaron alicuotas y se almacend a -80 °C. A continuacion, cada virus se pasé cuatro
veces utilizando el mismo tipo de célula excepto para DENV-4 e YFV para los que se usaron respectivamente VeroE6
y HEK-293. Los pases se realizaron inoculando 333 pl de sobrenadante celular clarificado en células en un matraz de
cultivo de 12,5 cm? que contenia 666 ul de medio: después de 2 horas de incubacion, las células se lavaron dos veces
(HBSS) y se anadieron 3 ml de medio fresco. El sobrenadante celular se recogi6é después de 2-6 dias, se clarificé por
centrifugacion, se toman alicuotas y se almacené a - 80°C. Se usaron sobrenadantes celulares clarificados (reservas
de virus) para realizar la cuantificacion del ARN virico, ensayo TCID50, ensayo de inmunofluorescencia directa y
secuenciacion del genoma completo.

Ensayos de PCR y RT-PCR en tiempo real

Para evaluar la produccion de virus infecciosos y asegurarse de que la deteccién positiva no fue el resultado de la
contaminacion por ADNc, se cuantificé el ARN virico y se comparo con la cantidad de ADNc detectado utilizando el kit
Access RT-PCR Core Reagent (Promega) con o sin la transcriptasa inversa. EI ARN se extrajo usando el kit EZ1 mini
virus 2.0 y el EZ1 Biorobot (ambos de Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La mezcla (volumen
final: 25 pl) contenia una cantidad convencional de tampdn de reacciéon AMV/Tfl 5X, 0,5 uM de cada cebador, 0,5 ul
de mezcla de dNTP, 0,5 mM de MgSO04, 0,5 ul de transcriptasa inversa AMV (solo para RT-PCR), 0,5 ul de ADN
polimerasa de Tfl, 15,5 yl de agua libre de nucleasas y 2 pl de acidos nucleicos extraidos. Los ensayos se realizaron
usando el sistema de deteccion de PCR en tiempo real CFX96 Touch™ (Biorad) con las siguientes condiciones: 50 °C
durante 15 min, 95 °C durante 2 min, seguido de 45 ciclos a 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 40 s. La recopilacién
de datos se produjo durante la etapa de 60 °C. La diferencia entre los valores de umbral de ciclo (ct) obtenidos
mediante ensayos de PCR en tiempo real y RT-PCR en tiempo real se ha usado para evaluar la producciéon de ARN
virico. Adicionalmente, la cantidad de ARN virico expresada como limite de deteccién de dosis (unidad arbitraria; AU)
se calculd a partir de curvas patrén (se usaron como estandar acidos nucleicos de sobrenadantes celulares de virus
cultivados; se combinaron cinco extractos de acido nucleico y se almacenaron alicuotas de 10 yl a -80 °C).

Ensayo de dosis 50 infecciosa de cultivo de tejidos (TCID50)

Para cada determinacion, se inoculé un cultivo en placa de 96 pocillos que contenia 20.000 células BHK-21 en 100 pl
de medio por pocillo (afiadido justo antes de la inoculacion) con 50 pl de diluciones seriadas 10 veces de
sobrenadantes de cultivo celular clarificado: cada fila incluia 6 pocillos de la misma dilucion y dos controles negativos.
Las placas se incubaron durante 7 dias y se leyé la ausencia o presencia de CPE en cada pocillo. La determinacion
del DICT50/ml se realizé6 mediante el método de Reed y Muench18.

Ensayo de inmunofluorescencia directa (dIFA)

Se realizaron IFA directas usando frascos de cultivo de 12,5 cm? de células SW13 para JEV |y JEV Ill, y las células
VeroE6 se infectaron respectivamente 2 y 6 dias antes de usar el sobrenadante celular clarificado (véase
anteriormente: pasaje de virus). El sobrenadante se retir6 y las células se lavaron dos veces (HBSS; Invitrogen), se
tripsinizaron, se recogieron y se diluyeron (1/5) con medio fresco. Después de la citocentrifugacion de 150 pl de esta
suspensioén celular (3 min, 900 rpm; Cytospin, Thermo Scientific), los portaobjetos se secaron, se sumergieron 20 min
en acetona fria para la fijaciéon, se secaron, se incubaron 30 min a 37 °C con suero inmunitario especifico de JEV
adecuadamente diluido (véase anteriormente) o anticuerpos monoclonales especificos de DENV, se lavaron dos veces
con PBS, se lavaron una vez con agua destilada, se secaron, se incubaron durante 30 min a 37 °C con el anticuerpo
secundario conjugado con FITC adecuadamente diluido y se contratifié con azul de Evans, se lavd dos veces con
PBS, se lavé una vez con agua destilada, se secd, se montd y se ley6 usando un microscopio de fluorescencia.

Analisis de secuencia del genoma de longitud completa

La secuenciacion completa del genoma se realizd usando el lon PGM Sequencer19 (Life Technologies) y los analisis
se realizaron con el software CLC Genomics Workbench 6. Los sobrenadantes de virus se clarificaron primero y se
trataron con Benzonasa nucleasa HC > 99 % (Novagen) a 37 °C durante la noche. Después de la extraccion de ARN
(no se usé vehiculo de ARN; véase anteriormente) usando el kit EZ1 mini virus 2.0 y el EZ1 Biorobot (ambos de
Qiagen), la amplificacion aleatoria de &cidos nucleicos se realizé como se describié previamente20. EI ADN
amplificado se analiz6é usando el secuenciador lon PGM de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las lecturas
obtenidas se recortaron: primero usando la puntuacién de calidad, después retirando los cebadores usados durante
la amplificacién aleatoria y finalmente en las extremidades 5' y 3' retirando sistematicamente 6 nucleétidos. Solo se
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usan lecturas con una longitud superior a 29 nucledtidos y se asignan a la secuencia del genoma original usada como
una referencia. Las frecuencias de mutacion (proporcion de genomas viricos con la mutacion) para cada posicion se
calcularon simplemente como el nimero de lecturas con una mutacién en comparacion con la referencia dividido por
el numero total de lecturas en ese sitio.

RESULTADOS

Los inventores desarrollaron una genética inversa sencilla y versatil que facilita la recuperaciéon de virus de ARN
infecciosos a partir de material de ADN gendmico sin requerir clonacién, propagacion de ADNc en bacterias o
transcripcion de ARN in vitro. Su hipotesis de trabajo era que la transfeccion de fragmentos de ADN bicatenario
solapantes, que abarcan el genoma completo de un virus de ARN, en células susceptibles permitiria espontdneamente
la recombinacion y sintesis de una copia de ADN del genoma virico completo. Incluyendo en el extremo 5' del primer
(5') fragmento de ADN, un promotor de ARN polimerasas dependientes de ADN, y en el extremo 3’ del ultimo (3')
fragmento de ADN una secuencia de ribozima y una secuencia sefial para la poliadenilacion del ARN, los inventores
anticiparon que esta copia de ADN gendmico se transcribiria como un genoma de ARN de longitud completa con
extremos 5' y 3' auténticos que se exportarian eficientemente fuera del nucleo (en el caso de un virus que se replica
en el compartimento citoplasmico).

Los inventores probaron primero esta hipotesis con 6 flavivirus (es decir, virus envueltos transmitidos por artropodos
con un genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva que se replican en el citoplasma de las células infectadas)
que representan los principales linajes evolutivos flaviviricos: dos virus de la encefalitis japonesa (JEV; genotipo | (JEV
1) y genotipo Il (JEV 111)), un virus del Nilo Occidental de genotipo 2 (WNV), un virus del dengue de serotipo 4 (DENV-
4), una cepa de tipo salvaje del virus de la fiebre amarilla (YFV) y un virus de la encefalitis transmitida por garrapatas
del subtipo del Lejano Oriente (TBEV) (Tabla 2).

Se amplificaron genomas completos mediante PCR en 3 fragmentos de ADN de aproximadamente 4 kb, cada uno con
regiones solapantes de 70-100 pb. El primer y el Ultimo fragmentos estaban flanqueados respectivamente en 5' y 3'
por el promotor del citomegalovirus humano (pCMV) y la ribozima delta de la hepatitis seguido de la sefial de
poliadenilacion del virus de simio 40 (HDR/SV40pA) (Figura 1). Los productos de PCR se purificaron en columna y se
transfectd 1 pg de una mezcla equimolar de todos los fragmentos en lineas celulares SW13 y/o BHK-21, los cuales,
aseguran la recuperacion eficiente de los genomas infecciosos flaviviricos. Los medios sobrenadantes de células de
estos cultivos infecciosos se pasaron en serie cuatro veces usando los mismos tipos de células, permitiendo el
aislamiento de JEV |, JEV Ill, TBEV y WNV. Para virus mas exigentes, el aislamiento podria lograrse mediante el paso
en células permisivas adicionales (por ejemplo, DENV-4: células VeroE6; YFV: células HEK-293). Se demostro la
replicacion del virus después de cuatro pases en serie para cada virus usando una combinacién de los siguientes
criterios:

(i) produccion de genomas viricos en medio sobrenadante celular usando métodos de RT-PCR en tiempo real,
(i) produccion de particulas infecciosas en medio sobrenadante celular usando ensayos TCID50,

(iii) deteccion de efecto citopatico (CPE),

(iv) deteccion de antigenos viricos mediante ensayos de inmunofluorescencia directa, y

(v) secuenciacion completa del genoma virico usando el método de secuenciacion de proxima generacion (NGS).

La robustez, la flexibilidad y la versatilidad de los métodos fueron desafiadas adicionalmente como sigue. En primer
lugar, los inventores redujeron el tamafio y aumentaron el nimero de fragmentos solapantes combinados para la
transfeccion. Esto se ejemplificé en el caso de JEV |, para el cual el método ISA gener6 virus infecciosos, cuando se
usan hasta 6 amplicones solapantes de aproximadamente 2 kb. En segundo lugar, aplicaron el método ISA a virus
con un genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva que pertenecen a diferentes familias: virus de
Chikungunya (CHIKV, un virus con envuelta, familia Togaviridae) y Coxsackievirus B3 (CV-B3, un virus no envuelto,
familia Picornaviridae). De nuevo, los virus infecciosos pudieron aislarse después de la transfeccién y cuatro pases en
células HEK-293 (CHIKV) o células BGM (CV-B3) (Tabla 2 a continuacion).

Adicionalmente, los inventores usaron como control el CV-B3 obtenido tras la transfeccién de un genoma infeccioso
que lleva plasmidos y obtuvieron resultados similares en términos de infectividad y datos de secuencia (Tabla 3).
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Origen del material Linea Sustituciones
usado para producir Linea RT-PCR por sitio Sustituciones por
Virus Cepa amplicones celular ?SI:‘I;' en Log10 CFE dIFA (l:t:g:?as (m:t::;‘i’osnes después de 4 sitio después de 4
P subgendémicos usada para tiempo TCDIS0/mI : pasos (todas pasos(mutaciones
L durante mutaciones) arregladas)
" real (UA) las arregladas)
I Ll L] pasajes mutaciones)
BHK-21 BHK-21 1,32E+08 58 Si N/A 3,273 N/A 1,27E-03 7,29E-04
JEVI DNS DNS DNS SW13 Sw13 1,52E+07 52 Si Positivo 0,409 N/A 7,29E-04 9,11E-05
Swi13* Sw13* 9,33E+06 2,8* Si N/A N/A N/A N/A N/A
BHK-21 BHK-21 3,77E+07 6,1 Si N/A 3,286 1,143 1,54E-03 1,45E-03
JEV I I1.C. I1.C. I1.C.
JEV Swi13 Swi3 | 4,04E+06 48 si Positivo 0,536 N/A 6,37E-04 -
JEVI/ BHK-21 BHK-21 9,33E+07 6,7 Si N/A 0,404 1,571 1,36E-03 3,64E-04
JEV I DNS 1.C. I1.C.
quimérico SW13 SwW13 1,00E+07 6.8 Si N/A 1,19 1,589 9,10E-04 7,28E-04
= BHK-21 BHK-21 6,58E+07 6,6 si N/A 0,268 0,268 1,00E-03 2,73E-04
JEVI I1.C. DNS DNS
quimérico SwW13 Sw13 3,06E+07 6,4 Si N/A 5,357 3,178 2,73E-04 6,38E-04
WNV Ouganda IC. IC. IC. BHK-21 BHK-21 5,73E+07 53 si N/A 0,268 N/A 4,55E-04 2,73E-04
TBEV Oshima IC. IC. IC. BHK-21 BHK-21 3,28E+08 9.1 si N/A 3214 N/A 7,20E-04 9,00E-05
pENv4 | DEKHD gy | ARN g sw1s VeroE6 | 6,59E+04 NA No | Positivo 0,436 0,535 8.45€-04 5,63E-04
34 460 virico
BOL ARN .
YFV 88/1999 DNS virico DNS SW13 HEK 1,40E+05 52 Si N/A 0,813 0,818 4,63E-04 4,63E-04
CHIKV oPY1 e | e 1c. HEK-293 eS| 20107 7 si NA 224 NA 4,12E-04
CV-B3 2679 I.C. I1.C. 1.C. SwW13 BGM 4,64E+07 74 Si N/A N/A N/A 2,70E-04
Cv-B3* 2679 No obtenido por PCR* SwW13* BGM* 9,33E+07 74" Si N/A N/A N/A

Tabla 3: Caracterizacion de los virus recuperados

Resumen de los diferentes virus producidos en este estudio: el nombre especifico de la cepa, el origen del material
inicial (DNS, sintesis de novo; I.C., Clon infeccioso; o ARN virico) usado como el molde para la produccion del primer
(), segundo (ll) y tercer (lll) fragmentos, la linea celular usada para la transfeccién y los pases, la cuantificacion relativa
de la cantidad de ARN virico y titulos infecciosos en los sobrenadantes celulares en el cuarto pase mediante RT-PCR
en tiempo real y ensayo TCID50, la presencia o ausencia de efecto citopatico (CPE), asi como la investigacion de
antigenos viricos mediante ensayo de inmunofluorescencia directa (dIFA). Se obtuvieron secuencias completas del
genoma virico usando tecnologia NGS.

dN y dS corresponden respectivamente al nimero de sustituciones no sinénimas por sitio no sinénimo y al nimero de
sustituciones sinénimas por sitio sinénimo.
* Resultados obtenidos por transfeccion de seis fragmentos solapantes.

Resultados obtenidos transfectando directamente el clon infeccioso portador del plasmido CV-B3.
N/A y AU significan no disponible y unidad arbitraria, respectivamente.

En tercer lugar, los inventores demostraron la capacidad del método ISA para generar virus modificados
genéticamente en dias. Esto fue ejemplificado por la correccion basada en PCR de una mutacion de cambio de marco
(1915del) en el fragmento uno de un clon infeccioso JEV IIl defectuoso y la posterior recuperacion del virus
correspondiente (Métodos Suplementarios). También pudieron producir virus quiméricos intercambiando el primer
fragmento de ADN (que codifica proteinas estructurales) de los JEV del genotipo | y lll. A pesar de 11 emparejamientos
erroneos en la regiéon superpuesta de los dos primeros fragmentos, la transfeccion dio como resultado la produccion
de quimeras intergenotipicas JEV I/JEV Il y JEV III/JEV I. El analisis de secuencias gendémicas completas establecidas
en el cuarto pase, usando NGS, mostré que la deriva genética (tasa de cambio de secuencia) era modesta (variando
de 1,45E-03 a 9,00E-05 sustituciones por sitio cuando se consideran mutaciones fijas). La mayoria de mutaciones no
sindnimas, la presencia de mutaciones compartidas entre las diferentes cepas de JEV (7/85) y la distribucion no
aleatoria de mutaciones (con una frecuencia superior al 10 %) a lo largo del genoma (con puntos calientes y regiones
altamente conservadas) denotaron adaptacién a las condiciones de cultivo celular.

La tasa de mutacién varié de acuerdo con las células usadas para el aislamiento y, como se esperaba, fue mas alta
en los virus derivados de cepas de bajo pasaje que en los derivados de cepas adaptadas al cultivo. En conclusién, el
método ISA es un procedimiento muy simple con el que se acelera la produccidon de virus ARN modificados
genéticamente infecciosos en cuestion de dias, con un control perfecto de las secuencias viricas y a partir de una
diversidad de fuentes iniciales, incluyendo los clones infecciosos preexistentes, el ARN virico o secuencias genémicas
de ADN sintetizadas de novo. Esta técnica tiene el potencial futuro de generar el disefio de grandes experimentos de
genética inversa para virus de ARN, en una escala que antes no se hubiera podido considerar. También tiene la
capacidad, especificamente para modular las caracteristicas de los virus recuperados de procedimientos
experimentales. Adicionalmente, debido a que los fragmentos subgendmicos de ADN pueden obtenerse
convenientemente mediante PCR, este método tiene el potencial de conservar la diversidad genética de poblaciones
viricas 13 cuando se parte de ARN virico. La PCR propensa a errores también puede usarse para crear heterogeneidad
virica artificial, por ejemplo, para facilitar la seleccién de virus adaptados15 bajo diversas condiciones de seleccion
experimental y, por el contrario, pueden usarse polimerasas de alta fidelidad y moldes de amplificacion clonal para
controlar el grado de clonalidad de los virus producidos.
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Finalmente, el método de la invencion tiene el potencial de revolucionar la seguridad de los futuros intercambios de
virus de ARN entre instituciones cientificas, por el envio separado a temperatura ambiente de fragmentos
subgendmicos de ADN sencillos, no infecciosos que, podrian combinarse y transfectarse después por el instituto
receptor, permitiendo una recuperacion rapida, sencilla y segura de la cepa virica infecciosa.

Ejemplo 2: Atenuacién de Chikungunya
MATERIALES Y METODOS
Células y anticuerpos

Se cultivaron células de rifién de mono verde africano (Vero) a 37 °C con CO2 al 5 % en un medio esencial minimo
(Invitrogen) con suero bovino fetal inactivado por calor al 7 % (FBS; Invitrogen) y Penicilina/Estreptomicina al 1 % (PS;
5000 U/ml y 5000 pg/ml; Invitrogen). Se cultivaron células de rifién embrionario humano 293 (HEK293) a 37 °C con
CO2 al 5 % en medio de Eagle modificado de Dulbecco (Invitrogen) con FBS al 10 % y PS al 1 %. Se cultivaron células
de A. albopictus C6/36 a 30 °C en medio L-15 (Invitrogen) con FBS inactivado por calor al 10 %, PS al 1 % y caldo de
fosfato de triptosa al 5 % (29,5 g/l; Sigma-Aldrich).

Se us6 un suero humano inmune especifico de CHIKV para realizar el ensayo ELISA (véase a continuacion). Para
disminuir la concentracion de moléculas inespecificas que reaccionan con los compuestos celulares HEK293, se
pusieron en contacto 40 pl de suero durante 16 horas con células HEK293 extraidas (células obtenidas de un cultivo
en matraz de 150 cm?, extraido usando acetona) en un volumen final de 400 pl (diluyentes: BSA al 1 %; KPL). Una
proteina recombinante (fusién entre la region C-terminal de nsP2 y la region N-terminal de nsP3; Text S2),
amablemente proporcionado por el laboratorio de AFMB (Architecture et Fonction des Macromolécules Biologiques,
UMR 6098, Marsella, Francia), se usé para inmunizar dos conejos mediante métodos convencionales (protocolo de
inmunizacién Rabbit Speedy de 28 dias, Eurogentec). Los anticuerpos policlonales purificados (purificaciéon por
afinidad usando una matriz de sefarosa; Eurogentec) se usaron para realizar el analisis de transferencia Western.

Meétodo de recodificacion in silico

Se recodificaron tres regiones del genoma de CHIKV usando un programa informatico que atribuia codones de
nucleotidos aleatoriamente en funcidon de su secuencia de aminoacidos correspondiente: por ejemplo, el aminoacido
valina se reemplazé aleatoriamente por GTT, GTC, GTA o GTG. Para minimizar la influencia de codones raros en
lineas celulares de primates, el nUmero y la posicidon de tales codones raros en los genomas de primates (es decir,
CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG, ACG) no se madificaron. Adicionalmente, se conservaron sitios de
restriccion Unicos corrigiendo mutaciones sindénimas en algunos sitios. La ubicacion de los casetes recodificados, en
primer lugar, basandose en la disponibilidad de sitios de restriccion Unicos, se ajustd para evitar la superposicidon con
estructuras secundarias de ARN conocidas. Finalmente, tres casetes de 1302, 1410 y 1500 bases y ubicados en las
regiones nsP1, nsP4 y E2/E1, respectivamente, se disefiaron usando este método (las secuencias de los casetes se
representan respectivamente en SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64 y SEQ ID NO: 65).

Construccién de clones infecciosos (IC) de CHIKV

Los presentes inventores modificaron un IC descrito previamente de la cepa LR2006 (registro de GenBank EU224268)
reemplazando el origen de replicacion y el promotor procariota por un origen pBR322 modificado y un promotor CMV
(pCMV), respectivamente. Se usaron sitios de restriccion unicos BamHI y Xhol para obtener un plasmido intermedio
usando técnicas moleculares convencionales que contenian un nuevo origen de replicacién (pBR322 modificado), el
promotor procariota CMV (pCMV) y el genoma virico parcial (desde la primera base hasta Xhol). EI genoma virico
parcial (desde Xhol hasta el final), la cola poliA y la ribozima de la hepatitis D (HDR) seguida de una poliadenilacion
del virus de simio 40 (SV40) se sintetizaron (Genscript) y se introdujeron en la construccion intermedia usando sitios
de restriccidn Unicos Xhol y Avrll. Finalmente, se usaron sitios de restriccion unicos BamHI, Agel y Xhol para introducir
mutaciones sinénimas en el genoma (se obtuvieron casetes mutados por fusién de productos de PCR). Se introdujo
un total de ocho mutaciones sinénimas para generar los sitios de restriccion requeridos o para eliminar los sitios de
restriccion indeseables. El clon infeccioso obtenido, que se consideré el tipo silvestre (TS), incorpord cuatro nuevos
sitios de restriccion Unicos.

Todas las regiones recodificadas se sintetizaron (GenScript) y luego se insertaron en los circuitos integrados por
digestion (BamHI/Xmal para ®nsp1, Agel/Apal para ®nsp4 y Xhol/Avrll para ®env; NewEngland Biolabs), purificacién
en gel de productos de digestion (Qiagen), ligacion (ADN ligasa T4; Invitrogen) y transformacion en células STBL4
electrocompetentes (Invitrogen). Antes de su transfeccion, todos los clones infecciosos se purificaron (filtracion de
0,22 ym) y se verificd su integridad mediante mapa de restricciéon y secuenciacion completa usando un conjunto de
pares de cebadores especificos.

Ensayos de RT-PCR en tiempo real

Se uso6 un fragmento de 179 nt ubicado en la regidén nsP2 (posicién de nucleétidos 2631 a 2809) para detectar el ARN
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gendmico (cadena positiva) de todos los CHIKV (ensayo universal), recodificado o no. Se usé otro fragmento de 168 nt
ubicado en la regién nsP4 (posicion de nucledtidos 6804 a 6971) para analizar los sobrenadantes celulares de los
experimentos de competencia: dos conjuntos de cebadores y sondas permitieron detectar especificamente los virus
recodificados en la regién nsP4 o los virus sin modificacion en la misma region.

Cinética de replicacion

La aptitud replicativa de cada virus se determiné usando los resultados de los estudios de cinética de replicacion,
realizado por triplicado en células Vero, HEK293 o C6/36. Para comparar los siete virus de los siete IC (el virus TS y
los 6 virus recodificados), se realizé un experimento con todos los virus. Se usaron reservas de virus o IC para infectar
o transfectar células, respectivamente. Para la evaluacion de la aptitud replicativa de los virus de pasaje, los inventores
realizaron un experimento para cada virus (virus TS, ®nsp4 y ®nsp1 ®nsp4 denv) con el primer pase en Vero y los
pases 12, 25, 37 y 50 para cada régimen de pases (13 sobrenadantes probados por triplicado). Para la cinética de
replicacién de ciclo unico, se us6 una MOI estimada de 5 para infectar un matraz de cultivo de 75 cm? de células Vero,
C6/36 o HEK293 confluentes. Las células se lavaron dos veces (HBSS) 30 minutos después de la infeccion y se
afadieron 20 ml de medio. Se tomé una muestra de 1 ml de sobrenadante celular justo antes de los lavados y a las 2,
8, 14, 20 y 28 horas pi. Para la cinética de replicacion con MOI estimada baja y la evaluacion de la aptitud replicativa
de los virus pasados, se us6 una MOI estimada de 0,01 para infectar un matraz de cultivo de 25 cm? de células Vero
o C6/36 confluentes. Las células se lavaron dos veces (HBSS) 2 horas después de la infeccion y se afiadieron 8 ml
de medio. Se tom6 una muestra de 1 ml de sobrenadante celular después de los lavados (T0) y a las 24, 48 y 72 horas
pi. Para la cinética de replicacion usando clones de ADN infecciosos, se transfecté un matraz de cultivo de 75 cm2 de
células HEK293 subconfluentes con los IC usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Las células se lavaron dos veces (HBSS) 4 horas después de la transfeccion y se afiadieron 20 ml de
medio. Se tomo una muestra de 1 ml de sobrenadante celular después de los lavados (TO) y a las 16, 24 y 48 horas

pi.

Todos los sobrenadantes celulares muestreados se clarificaron mediante centrifugacion, se tomaron alicuotas y se
almacenaron a -80 °C. Después se analizaron usando un ensayo TCID50 y un ensayo RT-PCR en tiempo real (no se
realiz6 de forma sistematica, véanse las leyendas de las figuras). Los acidos nucleicos se extrajeron de los
sobrenadantes de células clarificados usando el EZ1 Virus Mini Kit v2 en el EZ1 Biorobot (ambos de Qiagen).

Experimentos de competencia de virus

El virus TS se cultivd en competencia con uno de los cuatro virus recodificados (®Pnsp4, ®nsp1 ®Onsp4, Gnsp1 Penv
o ®nsp1 ®nsp4 denv) usando cinco proporciones diferentes de PFU (TS/virus recodificado 1/99, 20/80, 50/50, 80/20,
99/1). Se us6 una MOI global estimada de 0,5 para la primera inoculacion. Para cada experimento, un cultivo en matraz
de 25 cm? de células confluentes se infect6 durante 2 horas, se lavé (HBSS) y luego se incubd durante 48 h después
de la adicion de 7 ml de medio. Los virus de cada experimento se pasaron después nueve veces de la siguiente
manera: un cultivo en matraz de 25 cm? de células confluentes se infecté durante 2 horas con el sobrenadante de
cultivo purificado (centrifugacién), se lavé (HBSS) y luego se incubd durante 48 h después de la adicion de 7 ml de
medio. En cada pasaje, la MOI estimada tuvo un cuello de botella en aproximadamente 0,5. Después de cada
infeccion, los acidos nucleicos se extrajeron del sobrenadante de células clarificado usando el EZ1 Virus Mini Kit v2
en el EZ1 Biorobot (ambos de Qiagen). Usando dos ensayos especificos de RT-PCR en tiempo real dirigidos a la
region ®nsP4 (véase anteriormente), se evalud la cantidad de cada virus y se calcul6 la proporcion de los dos valores
(TS/recodificado).

Cuantificacion de ARN intracelular y proteinas viricas

Se uso6 una MOI estimada global de 5 para infectar placas de 12 pocillos confluentes de células HEK293 con reserva
de virus. Las células se lavaron una vez (HBSS) 30 minutos después de la infeccidn y se afiadieron 2 ml de medio. A
8 horas pi, se comprobo la ausencia de efecto citopatico, se descartaron los sobrenadantes del cultivo y las células se
lavaron una vez (HBSS). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Para analisis de transferencia Western
y cuantificacion de ARN virico intracelular, el aislamiento total de ARN y proteinas se realizé usando el mismo pocillo
con el kit Nucleospin ARN/proteina de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Macherey-Nagel). Los extractos
de proteinas se resolvieron en geles de poliacrilamida al 10 % que contenian SDS y se transfirieron a una membrana
de PVDF. Se usaron pAb de conejo anti-Nsp1/2, mAb anti-actina C-2 (Santa Cruz Biotechnology) y el correspondiente
anticuerpo secundario conjugado con HRP. Se revelaron bandas de proteina usando Immobilon (Millipore) seguido de
exposicion de transferencia a pelicula radiografica. Se realizé un ensayo de RT-PCR en tiempo real (véase
anteriormente) para evaluar el ARN intracelular virico (se usé actina de ARNm como normalizador para tener en cuenta
las diferencias en el numero de células y/o la calidad del ARN extraido como se describié anteriormente). Para la
cuantificacion de proteinas viricas mediante ELISA, las células se recolectaron mecanicamente usando un raspador
de células, se resuspendieron en 800 pl de PBS, se agitaron en vortex y se rompieron sometiendo a ultrasonidos
(30 segundos a 20 KHz, Misonix Sonicator XL). Se us6 suero humano inmunitario especifico de CHIKV pretratado
para detectar proteinas viricas.
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Paso experimental de virus in cellulo

EI TS y dos virus recodificados (®nsp4 y ®nsp1 ®nsp4 denv) se pasaron 50 veces siguiendo tres regimenes: pasajes
seriados en células Vero o C6/36 y pasajes alternos entre Vero y C6/36. Para cada pasaje, se infecté un matraz de
cultivo de 25 cm? de células confluentes durante 2 horas con el sobrenadante celular clarificado diluido, se lavo (HBSS)
y se incubd durante 48 horas después de la adicion de 7 ml de medio. Después se recogio el sobrenadante celular,
se clarificd por centrifugacion, se tomaron alicuotas y se almacenaron a -80 °C. Para cada pasaje, la MOI estimada
tuvo un cuello de botella en aproximadamente 0,1. Para evitar la contaminacion, los pasajes de virus se realizaron en
tres fases: pasajes en serie de virus TS y ®nsp4, pasajes alternos de los mismos virus y pasajes del virus ®nsp1
®nsp4 denv. Todos los virus pasados al mismo tiempo se manipularon secuencialmente y en diferentes cabinas de
flujo laminar.

Ensayo en placa

Se infectaron monocapas de células Vero en placas de cultivo de 12 pocillos con 1 ml de reserva de virus (véase
anteriormente). Después de dos horas, las células se lavaron (HBSS) y se afadieron 2 ml de agarosa al 0,9 % en
medio de cultivo. Después de una incubacién de 72 horas, las células se fijaron durante 4 horas con formaldehido al
10 % y se tifieron durante 30 minutos con una solucion de negro de naftaleno al 0,1 %.

Ensayo de dosis 50 infecciosa de cultivo de tejidos (TCID50)

Para cada determinacién, se inoculd un cultivo en placa de 96 pocillos de células Vero confluentes con 150 pl/pocillo
de diluciones seriadas de 10 veces de sobrenadantes de cultivo celular clarificados por centrifugacion: cada fila incluia
6 pocillos de la dilucidon y dos controles negativos. Las placas se incubaron durante 7 dias y se leyo la ausencia o
presencia de CPE en cada pocillo. La determinacién del DICT50/ml se realizé mediante el método de Reed y Muench.
Cuando el valor obtenido con una muestra fue menor que el umbral de deteccién del método (101,82 TCID50/ml), los
inventores realizaron otro ensayo con diluciones de dos veces, de 20 veces y de 200 veces (umbral de deteccion:
101,13 TCID50/ml). Los valores inferiores a este umbral se consideraron iguales a 101,13 TCID50/ml en las
presentaciones graficas y no se tuvieron en cuenta en los analisis estadisticos. Suponiendo que la recodificacién y/o
los pasajes experimentales podrian modificar significativamente la apariencia de CPE, los inventores usaron un ensayo
de gqRT-PCR (véase mas adelante) como indicador sensible de la presencia de virus infecciosos. Este ensayo se
realiz6 para cada virus (primer pasaje y, cuando estuviera disponible, 25 y 50 pases). Para todos los virus, los pocillos
positivos para CPE fueron positivos en qRT-PCR con un ciclo de umbral inferior a 16 mientras que los que no
produjeron CPE fueron negativos o positivos con un ciclo de umbral > 35, el valor esperado después de la dilucién de
los rendimientos iniciales de ARN.

Ensayo de hemaglutinacién

Se usé una MOI estimada de 5 para infectar con stock de virus (ver arriba) un matraz de cultivo de 25 cm? de células
confluentes Vero o C6/36. Las células se lavaron dos veces (HBSS) 30 minutos después de la infeccidn y se afiadieron
8 ml de medio sin FBS. Se tomaron muestras de 2 ml de sobrenadante celular a las 16 horas pi. Los sobrenadantes
muestreados se clarificaron mediante centrifugacion, se tomaron alicuotas y se almacenaron a -80 °C. Después se
analizaron usando un ensayo TCID50 (véase anteriormente), se realizé un ensayo de RT-PCR en tiempo real y un
ensayo de titulacion de hemaglutinacion usando métodos convencionales: se prepararon diluciones en serie dobles
de sobrenadante celular en microplacas con fondo en U en solucion salina bovina al 0,4 %/solucion salina de borato
pH 9,0 (volumen final: 35 pl por pocillo). Se afiadieron treinta y cinco microlitros de glébulos rojos de ganso pre-diluidos
(1/150 usando los diluyentes de ajuste de pH 6,0 finales), la mezcla se homogeneizd, se incubd durante 45 min a
temperatura ambiente y luego se ley6 usando cuatro simbolos de puntuacion: ++ para la hemaglutinaciéon completa, +
para hemaglutinaciéon parcial, +/- para trazas de hemaglutinacién y - para hemaglutinacion negativa. El titulo de
hemaglutinacion fue el reciproco de la dilucidon mas alta en la que se observo +.

RESULTADOS

Los inventores han evaluado el efecto sobre la aptitud replicativa y la citopatogenicidad de la recodificacién a gran
escala de CHIKV, un arbovirus patégeno reemergente del Viejo Mundo. La generacion de virus atenuados mediante
la codificacién a gran escala representa una ruta emocionante y potencialmente importante para el desarrollo de
vacunas y también para comprender la base de la evolucion de la patogenicidad virica. La recodificacion dirigida al
sitio, asociada a ninguna modificacion de las secuencias de aminoacidos, alivia la probabilidad de novedosas
propiedades fenotipicas, permite modular la aptitud alterando la longitud del intervalo de reemplazo de codones, pero
adicionalmente aporta beneficios al desarrollo genérico de vacunas vivas atenuadas, incluyendo costes reducidos e
induccién de una dosis unica de inmunidad a largo plazo.

Un resultado clave fue la observacion de que el método de recodificacion aleatoria desvelado en el presente
documento disminuy®d la aptitud replicativa de CHIKV tanto en células de primates como de artrépodos. La disminucién
de la aptitud replicativa de CHIKV se correlaciond directamente con el grado de recodificacion. Los inventores
descubrieron que durante un ciclo de replicacion en las células de mosquitos, la recodificacion de codones redujo
profundamente el titulo infeccioso del virus liberado mientras que el numero de particulas viricas permanecié estable.
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Esto implica que el proceso de maduracién (es decir, la formacién de ribonucleoproteinas y su insercion en las
membranas plasmaticas que contienen HA) podria fallar cuando los virus se recodifican.

Por el contrario, en células de primates, esta disminucién en la infectividad de las particulas viricas se asoci6 a la
generacion reducida de ARN virico y proteinas probablemente debido a un complejo de replicacion comprometido.

Estos resultados indican que las mutaciones sinénimas en los genomas viricos tienen importantes efectos de aptitud
y no solo en el pequefio numero de elementos que actlan en cis descritos anteriormente (Gerardin et al., 2008).

De hecho, durante este experimento, se produjeron seis virus recodificados, de los cuales el virus mas recodificado
se modificé en tres regiones que codifican proteinas diferentes (en conjunto, se introdujeron 882 mutaciones sinénimas
que abarcan 4.212 nt). En apoyo de estudios previos que demostraron que los virus de la gripe A recodificados y de
poliovirus estan atenuados, la observaciéon de una reduccion en la aptitud replicativa sugiere fuertemente que una
proporcion de mutaciones sinénimas no son neutrales en los virus de ARN. De hecho, es probable que algunas
mutaciones sinénimas hayan sido seleccionadas positivamente durante el proceso de transferencia, reforzando la idea
de que los sitios sinbnimos son fundamentales para la aptitud virica. En conclusion, es probable que las mutaciones
sindnimas puedan ser neutrales, beneficiosas o perjudiciales como es el caso de mutaciones no sindénimas.

Los patrones evolutivos en sitios sinénimos podrian ser moldeados por procesos mutacionales en todo el genoma, tal
como % de G+C, sesgo de uso de codones y frecuencia de dinucledtidos. Estas limitaciones globales, que
tedricamente producen un subconjunto de genomas viables, se evaluaron por estudios previos de recodificacion de
codones en poliovirus, virus de la gripe A y virus bacteriano T7 que aplicé una modificacién especifica del sesgo de
uso de codones, polarizacion del par de codones o frecuencias CpG/UpA.

Usando un método de recodificaciéon aleatoria a gran escala, que solo modificd ligeramente estas propiedades
globales, los inventores todavia observaron reducciones de la aptitud replicativa tanto en células de primates como de
artrépodos. Estos resultados indican que las limitaciones locales también pueden proporcionar una presion de
seleccion significativa en sitios sinénimos en virus de ARN, por ejemplo, interrumpiendo las estructuras secundarias
de ARN. Dado que numerosas estructuras secundarias funcionales estan presentes en las regiones codificantes de
los virus de ARN vy, por lo tanto, incluyen sitios sinébnimos (con ejemplos notables en poliovirus, virus de encefalitis
transmitida por garrapatas, alfavirus y VIH-1), es probable que estructuras similares sean comunes en CHIKV.
Recientemente, se demostré que una estrategia de recodificacion similar aplicada a las regiones sin capside del
poliovirus dio como resultado la identificacion de dos nuevos elementos funcionales de ARN. El concepto de
recodificacion aleatoria a gran escala, como se describe aqui, también esta respaldado por el informe del impacto
negativo de mutaciones sinénimas Unicas aleatorias (que no modificaron las caracteristicas genéticas del genoma)
sobre la capacidad de replicacion virica.

Finalmente, estos resultados indican que la reduccion de la capacidad replicativa virica esta impulsada por una
diversidad de factores.

Primero, la naturaleza del virus estudiado es un parametro importante: los inventores encontraron que la introduccion
de hasta 882 mutaciones sinénimas aleatorias afectaba claramente la aptitud replicativa del CHIKV, mientras que dos
estudios anteriores demostraron que los métodos de recodificacion aleatoria comparables aplicados a la region del
precursor de la capside (P1) del poliovirus no afectaron significativamente la aptitud replicativa (se introdujeron 934 y
153 sustituciones sindnimos, respectivamente).

La ubicacién de la region recodificada constituye el segundo factor de importancia: la recodificacion en la region E2/E1
resulté en una mayor pérdida de aptitud que en otras regiones gendmicas. El analisis de genomas completos de
CHIKV de tipo salvaje reveld niveles naturalmente bajos de diversidad sinénima en esta region recodificada, lo que
indica que esta region esta sujeta a limitaciones evolutivas locales especificas que explican en parte el impacto
significativo de la recodificacion en esta region.

Es probable que el impacto medio de una mutacién sea menos importante en la recodificacion aleatoria que en
enfoques especificos. Esto sugiere que la recodificacion aleatoria a gran escala podria ser ventajosa en varios
aspectos al disefiar futuras vacunas candidatas, en concreto:

(i) la reversion al tipo silvestre debe ser intrinsecamente mas dificil, dado el alto nimero de mutaciones producidas;
(i) dado que en los presentes experimentos la reduccion de la aptitud replicativa disminuyé con el grado de
recodificacion, el método abre la puerta para ajustar con precision la reduccion de la aptitud mediante la modulacion
de la longitud de las regiones recodificadas y el nimero de mutaciones sinénimas introducidas;

(iii) el uso de una combinacion de varias regiones recodificadas ubicadas en todo el genoma virico puede prevenir
la reversion fenotipica completa debido a la recombinacion entre virus TS y recodificados: la modificacion de
secuencia a gran escala puede hacer que la recombinacion sea intrinsecamente mas dificil y, en el caso de la
recombinacion, la parte del genoma que representa la cepa recodificada probablemente aun portaria algunas
mutaciones asociadas a la reduccién de la aptitud.
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En consecuencia, estos virus recodificados son muy estables. Para corroborar, los inventores pasaron el tipo silvestre
y dos CHIKYV recodificados in cellulo. Durante el pasaje en serie de los virus recodificados, los inventores observaron
que la respuesta a la recodificacion de codones y la adaptacién a las condiciones de cultivo se produjeron
simultdneamente. Sin embargo, los altos niveles de evolucion convergente observada entre el virus TS y los virus
recodificados indican que la seleccion que surge de la recodificacién del codon fue probablemente mas débil que la
de la adaptacién a las condiciones de cultivo, y/o que las mutaciones beneficiosas para restaurar el coste de re-
codificacion fueran menos probables. Por lo tanto, esta percepcién indirecta de la dificultad de revertir los efectos de
la recodificacion destaca aun mas la estabilidad de estos virus recodificados.

Estos experimentos también confirman que las mutaciones adquiridas en un hospedador pueden ser perjudiciales en
un tipo de hospedador diferente (los pasajes en serie en células de primates aumentan la capacidad de replicacion
virica en células de primates, mientras que los pasajes seriados en células de mosquitos disminuyeron la aptitud virica
en células de primates) y, con la excepcion del virus mas recodificado, que los pasajes alternativos (i) limitan
seriamente la mejora de la aptitud replicativa y (ii) retrasan la aparicion de las mutaciones.

En conclusion, estos experimentos demuestran que la recodificacion de codones aleatorios disminuye
significativamente la aptitud replicativa de CHIKV. Aunque todos estos resultados son importantes y alentadores, no
pueden extenderse facilmente a virus de ARN que producen infecciones crénicas. Por lo tanto, obviamente, se
necesitan estudios en modelos animales para evaluar el potencial de estos métodos de atenuacién de nueva
generacion para producir candidatos a vacunas. Sin embargo, este enfoque podria ayudar en el desarrollo de futuras
vacunas de virus de ARN, incluyendo aquellas de los arbovirus. La introduccion de una gran cantidad de mutaciones
sinénimas ligeramente perjudiciales redujo la capacidad de replicacion de CHIKV en 6rdenes de magnitud tanto en
células de primates como de artropodos. Esta estrategia dio como resultado una reversion limitada y una recuperacion
de la aptitud después de un subcultivo en serie intensivo de los virus, y es probable que reduzca el riesgo de reversion
fenotipica completa si se produce la recombinacion con el virus de tipo silvestre. Los presentes resultados alientan a
que tales virus modificados tendrian dificultades para volver a su ciclo arbovirico natural en el mundo real.
Adicionalmente, la disminucidn de la aptitud replicativa se correlacioné con el grado de recodificacion, una observacion
que puede resultar ventajosa en el desarrollo de estrategias futuras para modular la atenuacion viral.

Ejemplo 3: Atenuacién de otros virus de ARN

Se ha demostrado que la etapa de recodificacion de codones a gran escala de la invencion es un poderoso método
de atenuacién que tiene varias ventajas para el desarrollo de vacunas, incluyendo la posibilidad de obtener cepas de
vacunas potenciales en un periodo muy corto tan pronto como se conozca la secuencia completa del patégeno diana
y pueda producirse un genoma infeccioso. También tiene la posibilidad de modular con precision el grado de pérdida
de aptitud replicativa y generar vacunas seguras, vivas atenuadas que confieren proteccion a largo plazo, de una
manera rentable.

Los inventores aplicaron el método de atenuacion desvelado en el presente documento y ejemplificado en el ejemplo
2, a otros 2 arbovirus (ambos son flavivirus; virus de ARN de sentido positivo monocatenario envueltos): el virus de la
encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV) y el virus de la encefalitis japonesa (JEV).

A) TBEV

Siguiendo el método de recodificacion de codones a gran escala aplicado previamente al virus Chikungunya (CHIKV),
los inventores modificaron la region gendémica NS5 (un casete de 1412 pb, como se representa en SEQ ID NO: 66)
del TBEV (cepa Oshima 5-10), insertando 273 mutaciones silenciosas (recodificacion de codones aleatorios).

La cepa TBEV Oshima 5-10, que se aislé en 1995 en Japon, pertenece al subtipo del Lejano Oriente y muestra una
importante virulencia en ratones (provoca encefalitis como en humanos). Los virus de tipo silvestre (TS) y virus
NS5 _random_re-encoded se obtienen usando el método ISA y métodos clasicos (se obtuvieron clones infecciosos).
Se midid la aptitud replicativa de los virus correspondientes in cellulo y era casi idéntica.

Tabla 4: Caracteristicas genéticas del TBEV estudiado

Virus Tamano del casete | NUumero de ENC del marco de lectura | % G+C del marco de
(region genémica | mutaciones abierto completo lectura abierto completo
NS5)

TS - - 54,0 54,3

NS5 1412 nt 273 55,5 53,8

recodificado

El uso de codones se midi6 usando el numero efectivo de codones ENC que da un valor que varia de 20 (solo un
codon usado para cada aminoacido) a 61 (uso aleatorio de codones para cada aminoacido).
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A continuacién se usé un modelo in vivo para medir el fenotipo de atenuacion de este TBEV recodificado. Después de
la inoculacion intraperitoneal (se usaron 2,104, 2,10% y 2,10% TCID50 de virus), se controlo la aparicion de sintomas en
los ratones y se pesaron todos los dias durante 20 dias.

Los resultados muestran un retraso en la pérdida de peso y la aparicion de sintomas para los ratones infectados con
el virus NS5_random_re-encoded en comparacion con los infectados por el virus TS. Por otra parte, el numero de
ratones que muestran al menos un sintoma, pérdida de peso (94 %) y virus en el cerebro (deteccion de ARN virico
por RT-PCR en tiempo real) es significativamente mayor para los ratones infectados con TS que los ratones infectados
por NS5 _random_re-encoded. Se observaron altos niveles de anticuerpos IgG seroneutralizantes en ratones
infectados con virus NS5 _random_re-encoded a los 30 dias después de la primera inoculaciéon. Finalmente, los
experimentos de desafio (los ratones fueron desafiados 30 dias después de la primera inoculacién) por el virus TS
muestran que todos los ratones previamente infectados por virus recodificados estaban protegidos (basandose en la
aparicion de sintomas y pérdida de peso).

Tabla 5: Caracteristicas genéticas de los diferentes fragmentos TS, ligeramente recodificados o fuertemente
recodificados.

Fragmento | Fragmento Il Fragmento lll
Virus |Longitu | Mutacién % de Longitu | Mutacion % de Longitu | mutacién % de
d G+C d G+C d G+C
TS 3646 - 50,8 2854 - 52,3 3410 - 53,0
500 3646 225 (6,2 %) | 49,7 2854 161 (5,6 %) |51,6 3410 199 (5,8 %) |52,0
1500 | 3646 672 49,1 2854 482 49,6 3410 563 50,3
(18,4 %) (16,9 %) (16,5 %)

Se indican el numero del fragmento (primero, segundo o tercero), longitud, nimero de mutaciones sinénimas y % de
G+C. 500 y 1500 significan un nivel bajo y alto de recodificacion.

Usando el método de genética inversa ISA y combinaciones de estos fragmentos TS y recodificados, los inventores
produjeron un gran numero de virus recombinantes que albergan niveles graduales de recodificacion en diferentes
partes del genoma.

B) JEV

Los inventores han modificado la cepa JEV 'JEV_CNS769 Laos_2009' (Genotipo 1) usando el método de
recodificacion de codones aleatorios a gran escala.

Aqui se usa un enfoque diferente: los inventores recodificaron in silico casi todo el marco de lectura abierto (ORF)
completo, desde el comienzo de PrM hasta el final de las regiones gendmicas NS5, usando dos niveles diferentes de
recodificacion: un nivel alto y un nivel bajo de recodificacion con la insercion de mutaciones sinénimas 585 o0 1717 a
lo largo de todo el marco de lectura abierto (Figura 3).

Para sus fines, los inventores usaron al menos un casete recodificado como se muestra en SEQ ID NO: 67; SEQ ID
NO: 68; SEQ ID NO: 69; SEQ ID NO: 70; SEQ ID NO: 71; y SEQ ID NO:72.

La aptitud replicativa in cellulo de estos JEV recodificados se midid6 usando células humanas: Los resultados
preliminares muestran una disminucién de la aptitud replicativa segun el nivel de recodificacién, el tamafio de la region
de recodificacion y la posicion gendmica del fragmento o fragmentos recodificados (Figura 4).

Ejemplo 4: Generacion in vivo

Se prepararon fragmentos solapantes que abarcaban todo el genoma de los virus de ARN y flanqueados
respectivamente en 5y 3' por el promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN vy la sefial de poliadenilacién del
terminador/ARN usando el método de la invencion.

Estos fragmentos de ADN se inocularon directamente a animales vivos y se les permitié recuperar virus infecciosos
de varias muestras de animales. Adicionalmente, la vigilancia clinica de los animales (aparicion de sintomas y pérdida
significativa de peso) permitié observar signos tipicos de infeccion.

a) Experimento 1: Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV; Flavivirus)

Los inventores usaron una cepa de tipo silvestre del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (cepa Oshima
5.10 (numero de registro de GenBank AB062063)). Aplicaron el método de la invencion a fragmentos solapantes de
ADN.
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Se inocularon ratones hembra C57B1/6J de cinco semanas de edad con tres fragmentos solapantes de ADN.
El curso clinico de la infeccién virica se controld siguiendo

(i) las manifestaciones clinicas de la enfermedad (escalofrios, joroba, ojos sucios, hemi- o tetra-paresia, hemiplejia
o tetraplejia); y

(ii) el peso de los ratones exactamente como lo describe Fabritus L et al., 2015, Attenuation of Tick-Borne
Encephalitis Virus Using Large-Scale Random Codon Re-encoding. PLoS Pathog 11(3).

Se recogieron cerebros y bazos de ratones sacrificados 14 dias después de la inoculacion. Los cerebros y los bazos
se molieron y se centrifugaron. El sobrenadante resultante se utilizé para evaluar la presencia de virus infecciosos.

La presencia de virus infecciosos se evalué mediante métodos moleculares (RT-PCR en tiempo real) y métodos de
cultivo celular clasico (aislamiento de virus infecciosos).

Usando una cantidad inicial de ADN que varia entre 2 y 5 ug y dos vias de inoculacién diferentes (inyecciones
intraperitoneales e intradérmicas), se detectaron virus infecciosos tanto en el cerebro como en el bazo. También se
observaron manifestaciones clinicas (pérdida significativa de peso y sintomas) de las enfermedades.

b) Experimento 2: Inoculacién intracerebral de ratones lactantes

Los inventores usaron cepas de tipo silvestre del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (cepa Oshima 5.10
(numero de registro de GenBank AB062063)) y encefalitis japonesa (JEV_CNS769_Laos_2009 (numero de registro
de GenBank KC196115)). Usaron el método de la invencién para generar los fragmentos solapantes de ADN.

Los fragmentos solapantes de ADN se usaron diluidos en PBS o se mezclaron con un reactivo de transfeccion.

Se inocularon ratones lactantes OF1 mediante inyeccion intracerebral de fragmentos solapantes de ADN. El curso
clinico de la infeccién virica se control6 siguiendo la manifestacion clinica de la enfermedad (escalofrios, letargo). Se
recogieron cerebros de ratones sacrificados 6-12 dias después de la inoculacion. Los cerebros se molieron y se
centrifugaron. El sobrenadante resultante se utilizé para evaluar la presencia de virus infecciosos.

La presencia de virus infecciosos se evalué mediante métodos moleculares (RT-PCR en tiempo real) y métodos de
cultivo celular clasico (aislamiento de virus infecciosos).

Usando 2 ug de ADN, se detectaron virus infecciosos en el cerebro para ambos virus (TBEV y JEV) y con o sin adicién
de reactivo de transfeccion. También se observaron manifestaciones clinicas de las enfermedades.

Conclusion

Los inventores han aprovechado asi el poder de los métodos desvelados en el presente documento generando virus
in vivo. Dicho método seria por lo tanto altamente eficaz para desarrollar una vacuna viva atenuada in vivo, es decir,
directamente dentro del cuerpo un sujeto.
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<220>
<223> cebador

<400> 42
gaagaatgat tctgtaagtg tccag

<210> 43

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43
cgttgccatg ccaatcttag cg

<210> 44

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 44
aatataaccc cgagcggcga tg

<210> 45

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2873 083 T3
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<220>
<223> cebador

<400> 45
atgtcaccaa acagggtgcc caa

<210> 46

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 46
ggtgcttgcg tecttccacc aa

<210> 47

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 47
caaatgagta tggaatgctg gaaaa

<210> 48

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 48
gcgccegtgct ccattgatte tg

<210> 49

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 49
ggctgtgggc acatttgtca cg

<210> 50

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 50
ctcagggtca atgccagcgc tt

<210> 51

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

22

22

22

22

23

25
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<220>
<223> cebador

<400> 51
cacccaactg atcttcagca tct

<210> 52

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 52
ctgctcgggt gacctgtect a21

<210> 53

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 53
tgagatgttt ttcctattca gcaact

<210> 54

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 54
aacaatgtgt tgacgaacag agtta

<210> 55

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 55
ctcectgetg gacttgatag ag

<210> 56

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 56
ctcagggtca atgccagcgc tt

<210> 57

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

23

22

22

26

25
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<220>
<223> cebador

<400> 57
cacccaactg atcttcagca tct

<210> 58

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 58
ccacacaaca tgcgtaccaa gca

<210> 59

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 59
caggcgctgg cgctccgaca

<210> 60

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 60
gtctatggtt atactctctg aaca

<210> 61

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 61
gacaggagga cacaagtcag at

<210> 62

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 62
ctcagggtca atgccagcgc tt

<210> 63

<211> 1302

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2873 083 T3
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<220>
<223> Secuencias recodificadas
5 <400> 63
gatcctgatt ccactattct agatataggg tctgcgccag caaggagaat gatgtcggac 60
agaaaatacc attgtgtttg tccgatgecge agtgecggaag accctgagag actagcaaat 120
tatgcgagaa agctagcctc cgccgcaggg aaagtactgg ataggaatat ctctgggaaa 180
attggagacc tacaagcagt gatggcagtc cctgacacgg agacgcccac cttctgtcetce 240
cacactgacg tatcttgcag gcaaagagct gatgtcgcaa tctaccaaga tgtttatgca 300
gtgcatgcac ccacgtcgtt ataccaccaa gcgattaaag gtgtgecgagt agcecgtactgg 360
gtagggttcg atactactcc gttcatgtat aatgccatgg cgggggcata tccaagctac 420
tcgacaaatt gggccgatga gcaggtgtta aaagccaaga atattggtct ttgcagcacc 480
gatttgacgg aaggtagacg aggaaaatta tctattatga ggggtaaaaa acttaaaccg 540
tgtgatcgtg ttctetttag tgtaggttca acgttgtace cggagtccecg caagcectcectt 600
aagagttggc atctgcccte ggtgttccac ttaaaaggta agctctcatt tacatgtcge 660
tgtgacaccg tagtctcgtg cgaaggttat gttgtcaaaa ggataacgat gagccctgge 720
ctatacggaa aaacaaccgg atacgcggtc acccaccacg cagatggttt tctaatgtge 780
aagaccacag atacggtaga cggagagagg atgtcctttt cggtatgtac ttacgtgceg 840
gcgaccattt gcgatcagat gaccggcata ttggctacag aggtcacgecce ggaggatgcet 900
cagaagttac ttgtgggttt aaatcaaagg atcgttgtaa acgggagaac gcaacggaac 960
acgaatacaa tgaaaaatta cttactacca gtggtcgctc aagcattctc caagtgggca 1020
aaagagtgtc ggaaagatat ggaggacgaa aaattattag gcgtcaggga aagaacactc 1080
acctgttgct gcctctggge tttcaagaag caaaaaacac acacggttta caaaaggccc 1140
gacacacaat ccattcagaa agtacaggcc gaattcgatt ccttcgttgt gecegtcattg 1200
tggtcgteccg gtttaagcat ccccecctcaga acaaggatta agtggecttcect ctccaaggtt 1260
ccaaaaacag atctcatacc atactccggg gacgcccgag ag 1302
10 <210> 64
<211> 1410
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

15 <220>
<223> Secuencias recodificadas

<400> 64

36



10

gcecgtggeceg
attactgacg
cgagcgacat
cctagcataa
gccgecacga
gctgtattta
tttgecegect
aaaggcccta
gttcccatgg
aaacatactg
gcctacttat
aacgtgcata
tttaaacccg
gacagtttag

ctagacctaa

cgctttaaat
ttgttaaaca
gcggcattta
gccaggtgtg
aaggccccat
agagtagctg
gaacaggacg

ggattgatcg
gtggttgtga

<210> 65
<211> 1500
<212> ADN

cctgcaatga
aatatgatgc
ttaatccgtce
gaagcgctgt
aaaggaactg
acgtcgaatg
ccecctatcag
aggccgecegce
ataggtttac
aagaaaggcc
gtggaattca
ctcttttcega
gagatactgt
cgttaacagce

tagaagctgce

ttggcgceccat
ttaccatcge
taggtgacga
ctacctggat
acttctgcgg
acccgttaaa
aggataggag
acgagctaga

tgtcaatggce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencias recodificadas

<400> 65
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gttcttggeca
ttatctagat
taagttgagg
accgagtcct
caatgttaca
tttcaagaag
aataaccaca
gctgtttget
tgtcgatatg
aaaggtgcaa
tagagaattg
catgtcecgcet
gttggaaacg
tttgatgttg

cttcggggag

gatgaagagc
aagtcgagtg
taacataatc
gaacatggag
gggttttatc
aaggttgttt
gcgagcgtta
gaaagcggtt

cactttecgece

aggaactatc
atggtagacg
tcttatcecga
ttccagaata
cagatgaggyg
tttgcatgca
gaaaatttag
aaaactcata
aaaagggatg
gtgatccaag
gtgagaagat
gaagacttcg
gatattgcat
ttggaagact

atatcatctt

ggcatgttct
ctagaggacc
catggggttyg
gtgaaaataa
ctccatgaca
aaactcggca
gcagatgagg

tactcaagat

37

caacagtgtc
ggtcggaatc
aacaacatgc
ctctgcagaa
aactcccaac
atcaagagta
ccacttacgt
atttgcttcc
taaaagtgac
cggcagagcc
taaacgcagt
atgccataat
cattcgacaa

taggggtcga

gccatctace

taacattatt
gtttaactaa
tgagtgatga
tcgatgcagt
ctgttaccgg
agccgctage
tgatcaggtg

acgaggtgca

cagttaccaa
atgcttagat
ataccacgcg
cgttttagcece
attagactcc
ttgggaagaa
cactaaatta
cctgcaggaa
tccaggtacce
cttagcgaca
cctettgect
agcagctcat
aagccaagat
tcactcctta

gacaggtacg

cgtaaatacc
gagtgcgtgt
attaatggct
ggtctccctg
caccgcatgt
ggctggggat

gcaacgaact

ggggattagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1410
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gttacgtggg gaaataatga gccgtacaaa tattggcecge agttgtccac caacggtaca 60
gctcatggtc atccgcatga gattatactc tactattatg aactatatcc aacaatgact 120
gtegttgteg ttagtgtgge aacgttcata ctactttcga tggtaggtat ggctgecgggg 180
atgtgcatgt gcgcacgacg cagatgcata actccgtatg aattaactce cggcgcaaca 240
gtaccecttee tactaagett aatctgetge atcaggacag caaaggcgge cacttaccag 300
gaggccgcecga tttacctgtg gaatgaacaa caacctctgt tttggttgca agcattaatc 360
ccgctagcag ctctcatagt tctgtgtaac tgtctgaggt tactccecctg ctgectgcaaa 420
acgttggcat tcctagcagt gatgtcecgtg ggtgcccaca ctgtgtcage gtatgaacac 480
gtgactgtca ttccgaatac ggtcggggtg ccgtataaaa ccttggtgaa tagacccgga 540
tactctccca tggttctgga aatggagctg ttgagcgtaa ctctggagec tactctcetceg 600
ctggattaca tcacgtgcga gtataagacc gtgataccga gcccgtacgt gaagtgttgt 660
ggaactgcag agtgcaaaga taagaacttg cccgactact cttgtaaagt tttcacagge 720
gtttaccecct tcatgtgggg tggggcatac tgtttttgtg acgcagaaaa tacgcagttg 780
tcagaagctc atgtagagaa gagcgagagc tgtaaaacag agttcgcecttc cgcatacaga 840
gcccatactg catccgette cgcaaagecta cgegttctat atcaaggcaa taatattact 900
gtgaccgect acgccaacgg agatcatgca gttactgtta aagacgcaaa attcattgta 960
gggcctatga gcagcgcatg gacccccttt gacaacaaga tagtggttta taaaggagac 1020
gtatacaata tggattatcc gcecctttggt gectggcagac ctgggcaatt tggtgatatc 1080
cagtcacgca cccctgaaag taaggatgtt tacgctaata cacagectcgt tctccagagg 1140
ccggcagtag gcacggtaca tgtaccctac tcacaggccce cttectggttt taaatactgg 1200
ctgaaggaac gcggtgcegtc gecttcaacat accgcecccat teggetgtca aattgecaca 1260
aacccggtta gggcggtcaa ctgecgectgta ggaaacatgc ctattagtat cgatatcccg 1320
gaggcggcat tcaccagggt ggtcgacgcg cctagtttaa cggatatgtc gtgcgaagtce 1380
cctgettgta ctcacagtag tgattttggt ggcgtagcaa tcataaagta cgctgectcce 1440
aaaaaaggaa aatgtgcggt gcactcgatg acaaatgcag ttactattcg ggaagccgag 1500

<210> 66

<211> 1412

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> casete recodificado

<400> 66

38
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ccgeggegag
aggatgtcgt
aagagaaggt
ccgtcaatga
gggaggaatt
aaaatagatg
acgaggaaag
ggaaaaggga
acatgtggcet
actgggcttc
gatggtacct
ccggatggga
acatggaggg
aagtggtaaa
gaagagacca
ttaaagtaca
ataacccaag
ggagaatgtt

gagcgctata

actcggtggg
tagtgatgaa
gaagggcccg
aggcatatgg

gtttcgetat

tttaattaac
gcgaatggcecc
agataccaag
ctggattctt
catagcgaag
gtcatccget
ggaaagacat
gaaaaagctt
gggcagccge
cagggggtcc
aaagggtttg
taccaaggtc
tgaacacaag
agttgcccgg
aagaggctct
actgatacga
actgtttega
agtttccgga

ttttctgaac

tttctcgaat
agatgggege
cgtctcececect
ccaaatgtgg

ctgttcggeg
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ggagttgtta
atgaccgata
gcccaggagce
gagcgacttg
gtgaagagta
aaagaggccg
ctggctggaa
ggagagtttg
ttececttgagt
agtggatcag
agcactcttg
actaatgcag
caactggcgg
cccteecgag
ggccaagtag
atgatggaag
gtggaacgat
gatgactgtg

gatatggcca

tgggaggagg
gccttaatag
gggtgcggcet
cttttatcct

gtccecgteg

agctcttate
ctaccgecett
cccagccagg
cccgaaagag
acgeggcetcet
tcgaggacce
ggtgcgcaca
gtgttgctaa
tcgaagcact
gagttgaagg
agggcggact
acttggagga
ctacaataat
atggaggctg
tgacttatgce
gcgagggtgt
ggctcaggga
tagtcagacc

aaacCaagaaa

ttecectttttg
tgcettgeceg
ggtcagttcg
attttcatcg

ac

<210> 67

<211> 3569

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> casete recodificado

<400> 67

39

atggccatgg
tgggcagcag
gacgaaggtg
taagcctcgg
tggggcctgg
cgcattttgg
ttgtgtctat
ggggagtcgg
tggatttcta
tatctcccta
tttttacgeca
tgaagagcag
gcagaaggca
catcatggat
cctaaacacc
catcgaagca
tcacggggag
tgtcgatgac

ggatgtaggc

cagtcatcat
agaccaagat
tgagacagcc

gcgcegatcete

aacgcgeggg
cgagtattca
atcatgaggg
atgtgtagta
agcgatgagce
caactggtgg
aacatgatgg
gccatttggt
aacgaggacc
aattatttag
gatgacacag
ctcctacgtt
taccacgcca
gtcatcacta
ctcaccaata
acggacgccc
gaacgtcttg

aggttcagta

gagtgggaac

tttcacgaat
gaattggtgg
tgtttgtcaa

cgaacgttag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1412



ggagggaatg
ggagccatga
atagcggacg
atcgacgttg
ggcaatgatc
ggacgctgca
catggggaaa
cgatacctca
gcggcacttg
ttattgttgg
atagaaggag
acaatcatgg
caacttgctg
gctcgatgece
tgcaaacaag
agcattgaca
ccagagaata
catggaaatt
aacgctcctt
ccaaggagcg

ctagtccaca

aaagctcgat
aactatcaaa
tcatcgttat
gatacatgtg
cggaagacgt
cacggaccag
gttcactagt
tgaaaacgga
gatggatgct
tcgetecegge
ccagtggage
caaacgacaa
aagtcagaag
ccacgactgg
gctttactga
catgcgcaaa
tcaagtacga
attcagcgca
caataaccct

gattaaatac

gggaatggtt
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aatgtggcett
ctttcaagga
ccccacctca
tgaagacaca
cgactgctgg
gcattccaaa
taacaaaaaa
aaactggatc
tggctcaaac
ttacagcttce
cacttgggtg
gccaacacta
ttactgctat
agaagcccac
tcgeggatgg
atttagctgt
ggttggcata
agtaggagcg
caagttaggt
tgaagcgttce

ccatgatctt

gcctcattgg
aagttactga
aagggtgaaa
atcacgtatg
tgcgacaatc
cgatccagaa
gaggcttgge
ataaggaacc
agtggacaac
aactgtctgg
gatctggtgt
gatgtccgeca
cacgcatcag
aacgagaaac
ggtaatggat
accaataagg
ttegtgecacg
tctcaagcag
gattatggag
tatgtgatga

tctetteccet

40

caattgtaac
tgaccatcaa
acagatgctg
aatgtccgaa
aggaagtcta
gatccgtttce
tggactcaac
caggttatgc
gtgtggtgtt
gaatggggaa
tggaaggaga
tgatcaacat
tcaccgacat
gtgcagatag
gtggactttt
ccattggaag
gaaccaccac
caaagtttac
aggtcacact

cagtgggctc

ggacgagccece

agcttgtgca
taacacggac
ggtccgageca
gcttgeegtg
cgtgcaatat
ggtccaaacg
gaaggcaacg
cttcttggeg
caccatcctce
tcgggatttt
ttecetgtett
tgaagccagce
ttcaacggta
cagctacgtg
tgggaaagga
aatgatccaa
ctcggaaaac
tgtaacccca
ggactgtgaa
gaagtcattc

aagcagcacg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



gcatggagaa
gtegtagecece
gtggagtact
gacaaactgg
aaaaatccag
gatggtccect
ggtaggctgg
gttgagatgg
attaaccatc
aaaggggctc
ggggtattta
ctectttggtg
ggtgttaacg
gtectttttag
gagatgagat
tacaaatatc
gagggagtgt
cgggacgaat
aaacccgtgg
gagatgggcet
acattcgtcg
agcatgcaaa
agagaggaga
gtggccgtte
ttggagaggg
tggggtgacg
agtaagcaca
ggcatcgtge
ggcaaaaggg
tgctgtcgta
gggatggaaa

gctttcaacg

acagagaact
ttgggtcaca
cgagctcagt
ctttaaaggg
cggacacagg
gtaaaattcc
taacagtaaa
aacctccctt
actggcacaa
agagattagc
attctatagg
gaatgtcttg
cacgagatcg
cgaccaacgt
gcggaagtgg
tgccagagac
gcggggtcag
taaatgtcett
ggagatatcg
ggaaggcatg
tggatggacc
ttgaagattt
acaccgatga
actccgactt
ctgttttegg
gagttgagga
accggagaga
ttgactttga
gtcecctcaat
gctgttcetcet
tcaggecetgt

gcgaaatgat
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cctcatggaa
ggaaggtggc
gaagttgaca
cacgacttat
ccatggaaca
gattgtctca
cceccttegte
cggagacagc
agctggaagc
agcgctaggt
gaaagctgtt
gatcactcaa
gtcaatagct
gcatgeccgac
catctttgtg
gcctagatce
atccgttact
gctcaaagag
ctcagctceccee
gggaaaaagc
cgagacaaag
cggattcgge
gtgtgatgga
gtcttactgg
agaggtaaaa
gagcgagett
agggtacaaa
ttattgtcca
cagaaccact
accgecactce
taggcatgac

tgacccattt

tttgaagagg
ctccatcaag
agtggacact
ggcatgtgta
gtggtcattg
gtggcgagtt
gccacatcta
tatatcgtgg
acgctgggca
gacactgcecct
caccaagtat
ggactaatgg
ctggettttt
actggetgeg
cacaacgacg
ctagcgaaga
agactcgaac
aacgcggtceg
aaacgcctat
attctetteg
gaatgcecctg
ataacatcaa
gcaatcatag
attgagagcc
tcttgeactt
atcatcccac
acacaaaacc
ggaacaaagg
actgacagtg
cggttccgga
gaaacaacac

cagctggget

41

cacatgccac
cgctggetgg
tgaaatgcag
cagaaaaatt
agctaacata
taaacgacat
gctccaacte
tcggtagagg
aagctttcte
gggacttcgg
tcggeggtge
gggccectect
tggccacggg
ccattgacat
tagaggcecttg
tagttcacaa
atcagatgtg
atttgagcgt
ccatgactca
ccecctgaatt
atgagcgcag
ctcgagtgtg
ggacagcagt
gtttgaatga
ggcccgaaac
atactatagce
agggaccctg
tcacaatcac
gaaagctgat
cagaaaatgg
tagttaggtce

tactggtgat

aaaacaatct
ggccattgtg
gctgaaaatg
ctegttegeg
ttectggaagt
gaccccagtg
aaaggttetg
ggataagcag
aactaccttg
ctccattgga
tttcagaacg
tttgtggatg
aggtgtgctc
aactagaaaa
ggtggatagg
ggcacatcaa
ggaatctgtt
ggtcgtgaac
agaaaagttc
ggccaactce
agcttggaac
gctgaaaatt
aaagggacat
cacctggaaa
acacactctt
tggaccgaga
ggatgagaac
agaggactgt
caccgattgg
ttgctggtac
acaggttgac

gtttctegea

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

15920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180
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42

acccaggagg tccttcgcaa gaggtggacg gccagattaa cgattccage ggttctaggg 3240
gctctacttg tgctgatgtt agggggcatc acttacactg acctggcaag atatgtcgtg 3300
ctagttgctg cggctttegt ggaggccaac agtggtggag atgttctgca tctcgetcetg 3360
atagccgttt tcaaaataca gccagetttt ctggttatga atatgecttag cgcgaggtgg 3420
acgaaccaag aaaacgtggt tctggtcctg ggggecggett ttttccaact cgettcagtg 3480
gatttacaga tcggagtcca cggaatcctc aatgccgetg ccatagcatg gatgatcgtt 3540
cgagcgatca catttcccac tacaagcac 3569

<210> 68

<211> 3569

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete recodificado

<400> 68
ggtgggaatg aaagctcgat aatgtggctg gcctcactcg ctattgtaac agettgtgceca 60
ggagcaatga aacttagcaa ttttcaggga aaattattaa tgacaatcaa taacacggac 120
atagcggacg tgatcgttat acccacaagc aagggagaaa acagatgctg ggtccgaget 180
atcgatgtcg gatacatgtg tgaagacaca atcacgtatg agtgtccgaa gcttgecgtg 240
gggaatgatc cggaagatgt cgactgttgg tgtgacaacc aggaagttta cgtccaatac 300
ggacgctgca cccggaccag gcacagcaaa cgatccagaa ggagtgtttce ggttcaaacg 360
catggggaga gttcactagt taataagaag gaagcctggce tggactcaac gaaggcaacg 420
cgatacctca tgaaaacgga aaactggata ataaggaacc caggatacgc cttcttggeg 480
gcggctettg gatggatgtt agggtcaaac agtggacaac gtgtggtctt taccatccte 540
ttattgettg tagcaccgge ttacagcttce aactgecectgg ggatgggaaa tcgggatttt 600
attgaaggtg ccagtggtgc tacctgggtc gaccttgttc tcgaggggga ctcectgtett 660
accatcatgg ctaacgacaa gcctacactt gatgtccgca tgattaacat tgaagcctcet 720
caactagctg aagtgaggag ctattgctat catgcatcag ttaccgatat cagtacggta 780
gcacgatgcce ccacgacagg cgaagcccac aatgagaaac gtgcagatag ctcecttacgtg 840
tgcaagcaag gttttacaga ccgcggatgg ggtaatggat gcgggttgtt tggcaaggga 900
agcattgaca cctgcgcaaa attcagctgce accaacaagg ccattggaag aatgatccag 960
cccgagaata tcaagtacga ggtaggaata ttcgtgcatg gcaccactac atcggaaaat 1020
catggaaatt atagcgcgca agtaggcgcg agtcaagcag caaaatttac cgtaaccccc 1080
aacgctcccect caataacctt aaagttaggt gattatggtg aggtcactcect agactgtgaa 1140



cccaggageg
ctagtgcaca
gcttggagaa
gtegtggecece
gttgaatact
gataaactgg
aagaaccccg
gacggtcctt
ggtagactcg
gtcgagatgg
attaatcatc
aagggggctc
ggagtattta
ctetttggtg
ggcgttaacg
gtectttttgg
gagatgagat
tacaaatatc
gagggagttt
cgggatgaat
aaacctgtgg
gagatgggct
accttegttg
tcaatgcaaa
agggaagaga
gtggcegtte
ttggagaggg
tggggcgacg
agtaagcata
ggaatcgtgt
ggcaaaagag

tgttgtegtt

gtttaaatac
gggaatggtt
acagggagct
tagggagtca
cgagcagtgt
ctttaaaagg
cggacacagg
gtaaaattcc
taacagtcaa
aacccccatt
attggcacaa
agaggttagce
attctatagg
gaatgtcatg
cccgagateg
cgactaacgt
gcggttccgg
tceccagaaac
gcggggttag
taaatgtctt
gaagatatcg
ggaaggcatg
tggatggacc
ttgaagattt
acaccgacga
actccgatct
ctgttttecgg
gagtagagga
accggagaga
tagactttga
gtecctageat

catgttcecct
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tgaggecgttc
tcatgattta
cctcatggag
ggaaggtgga
caaattgacc
cacgacatat
acatggtact
gattgtttct
cccattegtce
tggagatagc
agccggatcce
agcgctaggt
gaaagcagtt
gatcactcaa
gtctataget
gcacgctgac
gatatttgtg
gcctagaagt
atctgttact
gctaaaggag
cagtgctcce
gggcaaatcc
cgagacaaaa
tggattcgge
gtgtgacggg
atcttactgg
ggaggtaaaa
aagtgagttg
agggtacaaa
ttattgtcce
cagaaccaca

gcecgecacte

tatgtgatga
agccttecet
tttgaagagg
ctgcaccaag
agtggacact
ggcatgtgca
gtggttatcg
gtggcgagct
gccactagcet
tatatagtgg
acgttgggca
gacactgcett
caccaagtct
ggattgatgg
ttagcatttt
actggctgeg
cataacgacg
ctggcgaaaa
aggctcgaac
aacgcggtcg
aaacgcctcet
atcttgtttg
gaatgcecctg
ataacatcta
gcaattatag
atcgaatctce
agttgcactt
ataatcccecce
actcagaatc
ggaactaagg
actgacagtg

cggttececgga

43

cagttggctce
ggacgagccc
ctcacgccac
cgttggetgg
tgaaatgcag
cagaaaaatt
agctaaccta
tgaacgacat
caagtaactc
tgggtagggg
aagctttctce
gggactttgg
ttggaggagc
gagcactcct
tggccacggg
caatagacat
tggaagcttg
tagttcacaa
atcagatgtg
acttgagcgt
ccatgacaca
caccagaatt
atgagecgcag
ctcgagtttg
gcacagcagt
gtttgaacga
ggccagaaac
atactatagce
agggaccatg
ttacaattac
ggaagttaat

cagaaaacgg

gaagtctttce
aagcagcacg
taaacaatct
ggccattgtt
gctgaaaatg
ctegtttgeg
ctcagggagt
gaccccagtg
caaagttctg
ggataagcaa
aactaccttg
ctccattgga
ttttaggacg
gttgtggatg
gggcgtgcete
aactaggaaa
ggtggataga
ggcacatcaa
ggaatctgtt
ggtcgtgaac
agaaaagttc
ggccaacagt
agcttggaat
gctgaaaatt
aaagggacac
cacctggaag
acataccctt
tggcecgaga
ggacgagaac
agaggattgt
aactgattgg

ttgctggtac

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060
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ggaatggaaa
gctttcaacg
actcaggagg
gcactgctcg
ctagttgctg
atcgcagttt
acgaaccaag
gacttacaaa

cgagcgatca

taaggcccegt
gcgagatgat
tgttacgcaa
tgctgatgtt
cggccttegt
tcaaaataca
aaaatgtggt
ttggtgttca

cttttceccac

<210> 69

<211> 2853

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> casete recodificado

<400> 69

ttgtcatagg
gagccgtget
ctgccggact
tttcageggt
ctatgtcaat
aggcaaccga
tcacaggaag
ttgatgatce
ccgetctgac
caacaaaaag
acaccaccac
gtgtaggagt
ccatcatgag
taagctatgg
ttatagtggt
gcaccccettt

ccccaatect

aatttgttcc
cttgggcectta
aatggtctgce
tgggttgatg
acccttcatg
catgtggctg
tagccggagg
cggagttcca
accctgggcet
aggtggcgtg
aggagtttac
catgtacgag
cggagaagga
aggccegtgg
ggaaccaggg

tggggagatt

agattccaac
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tagacacgac
tgacccattc
gaggtggacg
agggggaata
ggaggccaat
gccagcattce
tctagtcectg
cggcatccte

tacaagcac

ctgctgcaag
gcgctcacat
aacccaaaca
tttgccattg
ctggcagggce
gatcgggetg
ctagatgtta
tggaaagtct
atcgtcccag
ttctgggaca
cgaattatgg
aacgttttcc
aagctaacgc
aggttecgacc
aaacctgcag
ggagccgtca

ggagacatca

gaaacaacac
caactgggct
gctaggttaa
acctacactg
agtggtggag
ctecgttatga
ggagcggctt

aatgctgcectg

agaggagaaa
ctaccggatg
agaagagggg
tgggaggecct
tcatggcagt
ctgatatcag
agctggatga
ggctccteeg
ccgettttgg
cgccatctcece
ccagagggat
atacattatg
catactgggg
ggaaatggaa
taaacattca
gcctggacta

taggcttgta

44

tagttaggtc
tactggtgat
cgattccagce
acctggctag
atgttctgca
atatgctttce
tcttccaact

caattgcettg

gaccatggecg
gttctegecee
gtggeccagee
agccgagttg
atcctacgtg
ctgggagatg
cgacggcgac
catgtcttgt
ttattggctg
aaagccttge
tctecggcecact
gcacacaact
tagtgtgaag
tggaacagat
gacaaaaccg
cccacgggga

cggcaatggg

acaggttgac
gttcctegea
ggttctaggce
atatgtcgtg
tctegecectg
agcgaggtgg
cgcatccgtg

gatgatcgta

aagaagaaag
accactatcg
accgaattcc
gacatcgaat
gtatcaggaa
gaggcagcta
tttcacttaa
atcggattag
accctgaaaa
ttaaaagggg
taccaggccg
agaggcgcag
gaagaccgca
gatgtgcaag
ggtgtgttte
acatcecgget

gttgagctcg

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3569

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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gtgatgggtc gtatgtcage gccattgtge agggcgaccg tcaagaggaa ccagtccctg 1080
atgcctatac tccaagcatg ctaaaaaaga gacagatgac tgtgctggat ctgcacccag 1140
gttcggggaa aaccaggaag atccttcccc aaataataaa ggatgctata cagcagceget 1200
tgagaacagc cgtgctggct ccaacacgag tcgtcgcage tgagatggcg gaggccttga 1260
gaggtcttcc agtacgatat caaacctcag cagtgcagag ggagcatcag ggaaatgaaa 1320
ttgttgacgt aatgtgccat gccacactga ctcatagact aatgtctcca aacagggtge 1380
ccaattacaa tttgttcgtt atggatgagg ctcacttcac tgatccagct agcatagccg 1440
ctcggggtta tatagcgacce aaggtggaac tgggggaggc agcagccatt tttatgacgg 1500
cgaccccgee cgggaccact gacccecctttc ccgattcaaa tgectcccatt cacgacctge 1560
aggatgagat cccagacaga gcatggagta gtggttacga atggatcacg gattacgcgg 1620
gaaaaactgt atggttcgtg gcaagtgtta aaatgggaaa cgagatcgce atgtgecctcce 1680
aaagagcggg aaaaaaggtc atccaattga accgtaagtc atatgacaca gagtacccaa 1740
aatgtaagaa tggagactgg gactttgtga tcaccactga catctctgag atgggggcca 1800
attttggtgc gagcagggtt attgactgca gaaagtccgt gaaacctacc atcctagagg 1860
agggagaggg tagagtcatt ctcggaaacc catcccccat aaccagtgct agtgcagccc 1920
agcggagagg aagagtggga aggaatccca accaagttgg cgatgagtac cattatggag 1980
gggccaccag tgaagatgat agcaaccttg cccactggac agaggcaaaa attatgctag 2040
ataacataca catgcctaat ggcttagtgg ctcaactgta cgggcctgaa agggaaaagg 2100
ctttcacaat ggatggagaa taccgtttga gaggtgagga gaagaagaac ttcttggagc 2160
tgcttagaac ggctgactta ccagtatggt tggectacaa agtggcgtcce aatggcattce 2220
agtacacaga cagaaaatgg tgctttgatg gaccacgcac aaacgctata ctggaagata 2280
acactgaggt ggagatagtc acccgaatgg gtgagagaaa gatcctcaag ccgagatgge 2340
tcgatgegag ggtttatgeca gaccaccaag ctctcaagtg gttcaaagat tttgcagegg 2400
gcaagagatc tgccgtctcece ttcatagagg tactcggtcg catgccagag catttcatgg 2460
gaaagacacg ggaggcctta gacacaatgt acctcgtggc aacagccgag aaaggcggaa 2520
aggctcaccg catggectcett gaagaactge ccgacgcatt ggagaccatc acactcatcg 2580
ttgccatcac tgtgatgaca ggaggatttt tcctgectcat gatgcaaaga aagggtattg 2640
gaaaaatggg cctaggggct ctagtgttga cgctggeccac ctttttecta tgggeggetg 2700
aagtccctgg aactaaaatc gecgggcacte tactggttge cettttgetg atggtggtece 2760
tcatcccgga accagaaaaa cagaggtcac agacagacaa tcagttggca gtatttctta 2820
tcetgegtect gactgtggtc ggagtggtgg cag 2853

<210> 70

<211> 2853

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

45



5

<220>

<223> casete recodificado

<400> 70

ttgtcatagg
gtgcagtgtt
ctgceggtcet
tgtectgeggt
caatgtctat
aagctaccga
tcacaggaag
tagacgatcc
ccgctctgac
ccacaaaaag
ataccaccac
gtgtaggagt
ccattatgag
ttagctatgg
ttatagtggt
gcactccatt
ccccaatctt
gtgatgggtc
atgcttatac
gttcggggaa
tgagaacagc
gaggtcttcce
ttgttgacgt
ccaattacaa
ctcggggtta
cgactccgee

aggatgagat

aatttgttcc
gcttggatta
aatggtatgc
cgggttgatg
tccetttatg
catgtggctg
tagccggaga
cggagtgcca
tccttgggeca
aggtggcgtg
aggggtctac
aatgtacgaa
tggagaagga
aggtccgtgg
ggaacccggg
tggggaaatt
ggattccaac
gtatgtcagce
tccaagcatg
aactaggaag
agtcctggcet
cgtacgatac
aatgtgccac
tttgttegtt
catagcgacc
aggaacaact

cccagacaga
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ctattgcaag
gcgctcaccet
aatcctaaca
ttcgccatag
ttggcagggce

gatcgggctg
ttagatgtaa
tggaaagtgt
atcgtcccag
ttctgggata
cgaattatgg
aacgtttttc
aagctcacgce
aggtttgacc
aaacctgcag
ggagccgtct
ggagatatta
gccatagtgce
ctaaagaaga
atacttcctce
ccaacacgag
cagacctctg
gctacactta
atggacgagg
aaggttgagc
gaccccttee

gcatggagta

aaaggagaaa
ctactggctg
aaaagagggyg
tgggecggect
tcatggcagt
ctgatatatc
aactggatga
ggctccteceg
cagcctttgg
cgccatctcee
ctagaggaat
ataccttatg
cctactgggg
ggaaatggaa
taaacattca
ctctagatta
taggcttata
aaggcgatcg
gacagatgac
aaataataaa
tcgtecgecage
cagtgcagag
ctcataggtt
ctcactttac
tcggagaggce
ccgatagtaa

gtggttacga

46

aaccatggcg
gttectegece
ttggecctget
agcagaactc
aagctacgtc
ttgggagatg
tgacggcgac
catgagttgce
ttactggctg
caagccctgt
tecttggeact
gcacactacc
tagtgtaaaa
cggtacagat
aactaaaccg
tccteggggg
cggtaatgga
tcaagaggag
tgtgctggat
ggatgctata
tgagatggcg
agaacatcag
aatgtctcca
cgatcceget
agctgccatt
tgctcccatt

atggatcacg

aagaaaaagg
actaccatag
accgaattcce
gacatcgaat
gtatcaggaa
gaggcagcta
ttccacttaa
ataggactgg
accttaaaaa
ttaaaaggag
taccaggcag
agaggcgcag
gaagaccgca
gatgtacaag
ggtgtcttcce
acaagcggct
gtggagttgg
ccagtccctg
cttcaccctg
caacagcgcet
gaggccctga
ggcaatgaaa
aatagggtcc
agcatagccg
tttatgacgg
cacgacctce

gattacgegg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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gaaaaactgt
aaagagcggg
agtgtaagaa
acttcggcege
aaggcgaggg
agcggagggg
gggccactag
ataatataca
cctttacaat
tgctgagaac
agtacacaga
acaccgaggt
tagacgcgag
ggaagagatc
gaaagacacg
aggctcatcg
ttgcaatcac
gaaaaatggg
aagtccctgg
tcataccgga

tctgegtett

atggttcgtg
aaaaaaagtc
tggggactgg
gagtagggtt
cagagtcatt
aagagtggga
tgaggatgat
tatgectaac
ggacggagaa
ggctgactta
tagaaagtgg
agagatcgtg
ggtttatgca
tgcecgtttee
ggaggctttg
catggcactt
agtgatgaca
ccttggagcet
aactaaaatc
accagaaaaa

aactgttgtt
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gcttcagtta
atccaattga
gactttgtga
attgattgta
ctcggecaacc
agaaatccca
tcaaatcttg
ggccttgttg
taccgtttga
cctgtttggt
tgttttgatg
acccgaatgg
gatcaccaag
ttcatagaag
gacaccatgt
gaagagctgc
ggggggtttt
ctagtgttga
gcgggaactce

cagagatctc

ggagtcgtceg

aaatgggaaa
accgtaagtc
taacaacaga
gaaagtccgt
cttccccaat
accaagttgg
cccactggac
cacaactgta
ggggtgagga
tggcctacaa
gaccacgcac
gtgagaggaa
ccctaaaatg
tattgggtcg
atctcgtage
ctgatgcact
tccttetgat
cgttagcaac
tcetggttge
agacagacaa

cag

cgagatcgcecce
ctacgatact
cataagtgag
gaaacctacce
aactagtgct
cgacgagtac
tgaggctaaa
cgggcctgaa
gaaaaagaac
ggtggcgtcc
taacgctatce
gatcttaaag
gttcaaagac
catgccagag
aacagccgag
ggaaactatc
gatgcaaaga
tttttttcta
ccttctactg

tcagttggcet

<210> 71

<211> 3409

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> casete recodificado

<400> 71

aggtctgacc
gtatgggggt
cgttaccaca
cggegtgect
ccaaatcacc

catgctgcecct

ggattgccta
agcacagttg
tcgttagecat
tttactgact

ctcaccacgt

ggttggcaag

gcatggctct
tgttaaccce
caataagttc
tggatctaac
tcctaacage

cagaggcact

ggacttgecge
cctectgaag
ccaagcgggt
cgttggactt
tatggtacta

aagagctgcet

47

ccagccacag
cacctaatca
tcgetgtttg
gtctttcteg
gtaaccctcce

cagagaagaa

atgtgtctcc
gagtacccca
atgggcgcca
atactggagg
agtgcagccc
cactatggag
attatgctgg
agggaaaagg
tteccttgage
aatggcatcc
ctggaagata
ccgagatggt
ttcgecagegg
cacttcatgg
aaaggcggaa
acactaatcg
aagggcattg
tgggcggcetg
atggtegtce

gtatttttaa

cttgggcget
cctcagaata
ttttgcecgeg
gctgetgggg

actatggata

cagcggctgg

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2853

60

120

180

240

300

360



cataatgaag
aactactccc
ggcgtttttg
tgccacactce
ggggctttge
cattaaaaac
ggagcagtgg
agaggcaata
agtgggagga
atttgtcagt
ctacgcagca
acacgaagaa
ggtggacgta
atctagccceca
cgactggcta
taaagttata
tccactttct
tgtgcatgcecg
gagaggtcca
gggggaggtc
attcgcaaca
aagctacgaa
catgtctaaa
ccecetttgge
agcaggagtt
ggagaaacga
agctttagga
tgacccectg
ccatacgtgce

ggccaaaggg

agccctagga

aatgcagttg
ttgatgcaaa
gtgaacccaa
accttgtggg
catgtcatgc
gctgataage
aaggagaaac
attgaggtgg
catccagtct
ccaataggaa
actctgaaga
ccgatgcetca
ttctacaaac
agtccagagg
catcggggcce
gagaaaatgg
cgaaactcta
gtcaacatga
aagtatgaag
catagcaacc
acctggcaca
gtgaaggcta
ccctgggatg
cagcagaggg
aaagaagtgc
cctegettgt
gcagtgttcg
ttttgggaga
atctacaaca
agtagggcta

tttttaaatg
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tggacggaat
agaaagtcgg
atgtcaccac
ataatggagce
gaggcagcta
cctccttaaa
ttaacgctat
accgcactga
cgcgagggte
aggtcataga
aagttcaaga
tgcaaagtta
cttcggagcecce
tggaggagca
ctagagagtt
aagtgttaca
accatgagat
ccagccaagt
aggatgtcaa
aggaaaaaat
aggaccctga
ctggcagecgce
ctatcgcaaa
tcttcaagga
taaacgagac
gcactaaaga
ccgaacagaa
tggtcaatga
tgatgggaaa
tttggttcat

aagaccattg

ggtcgcaaca
gcaagtgctce
cgtgagagag
ctctgeegte
tctagccgge
aagggggagg
gagcagggat
agcacgcagg
cgcaaagcte
tctggggtge
agtcaaagga
cggttggaac
ttccgacacce
acgcacgctg
ttgcataaaa
acgtcegttte
gtattgggtg
gttactagga
tctgggcage
taggaagaga
gcacccatac
aagctctcta
tgtcaccaca
gaaggttgac
caccaactgg
agaattcata
tcaatggagc
agagagagag
aagagagaaa
gtggctcgga

gctttetega

48

gacgtgcccg
ttgatagggg
gcaggtgtat
tggaacagca
ggatccatcg
cctggtggea
gagttcttca
gctaggcgceg
cgetggeteg
gggcgcggag
tacacgaaag
ctggtctegt
ctgttctgtg
cgcegtectag
gttctctgec
ggtggcggec
agtggagctg
cgaatggatc
gggacgagag
atccagaaac
cgaacctgga
gtcaacgggg
atggccatga
acgaaggctce
ctgtgggccce
aagaaagtga
acggcgcggg
aatcatttgce
aaacccggag
gcteggtace

gagaattcag

agcttgaaag
tgagcgtgge
tggtgacggce
ccaccgccac
cctggactct
ggacgctagg
aatacagaag
agaacaacat
tggaaaaagg
gctggagcta
gtggagcggg
taaagagtgg
acataggaga
aaatgacatc
cttacatgce
tggtgcgect
ccggcaatgt
gcacagtgtg
ctgtggggaa
tcagagaaga
cctatcacgg
tggtaaaact
cagacacaac
cagagccacc
atttgtcacg
attctaacge
aagctgtggg
gaggcgagtg
agttcgggaa
tagagttcga

gaggcggggt

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220
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agaaggttca
cggtaaaatg
agaaaatgaa
cataattgaa
aaagacagtg
ctacgctctce
gggggtcatt
gacatggctc
ctgtgtcgtt
gtcgaaagtt
gcaggtccce
agtcgtgcceg
tggatggaat
cttgtacttce
agtggactgg
gaccactgaa
gatggataaa
catctggtgt
cgcggctata

ttcecctcaaa

<210> 72

<211> 3409
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> casete recodificado

<400> 72

tggtctaacc
gtacgggggt
cgttactact
cggcgtgcecece
gcaaataacc
tatgctgcca

tattatgaag

ggtgtgcaaa
tatgctgatg
gccaaagtge
ctaacgtaca
atggacgtga
aacacattca
ggaccccaac
tttgagaatg
aagccgetgg
agaaaggata
ttttgctececa
tgcagagggc
gtgaaggaca
catcggaggg
gtgcccaccg
gacatgctge
accccaatca
ggcagtctca
aaccaagtga

agatatgagg

ggccttccaa
agcactgtcg
tcgttagcaa
ttcactgact
ttgacaacgt

ggttggcaag

aatgcagttg

ES 2873 083 T3

agttgggtta
acacagccgg
ttgagctttt
ggcacaaagt
tatcccgaga
cgaacattgc
acttggaaca
gagaggagag
atgacagatt
tccaggaatg
atcatttcca
aggatgagct
cagcttgtcet
acctacgcect
gcagaacatc
aagtatggaa
catcctggac
tcggaacgeg
gggccatcat

atgtattgat

gcatggctct
tactcactcc
gcataagttc
tggatctaac
tcctaacage
cagaggctct

tggatggaat

cattctcecgg
gtgggacacc
ggatggtgaa
ggttaaagtt
agaccaaagg
cgtccaactg
gctgecccagg
agtgactaga
cgccacggcet
gaagcctteg
ggaaattgtg
gattggcagg

ggccaaagcg
catggcaaat
ctggtcaata
cagggtatgg
agacgttccg
aagcagggca
tggaaaagag

ccaggaggac

agacttgcgce
cctcttaaag
ccaggcgggce
tgtcggacta
catggtactc
aagagcagcc

ggtcgcaaca
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gacatagccg
agaatcacca
caccgcatge
atgagacctg
gggagtggge
gtcegettga
aaaaacaaaa
atggcgatca
ctccatttcce
catggttggce
atgaaagacg
gcgcegceatcet
tatgcacaga
gcaatttgca
catagcaaag
attgaggaga
tacgtaggaa
acatgggctg
aattatgttg

agggtcatt

ccagcaaccg
cacctaatca
tegetgtteg
gtctttctceg
gtaaccctcc
cagagaagaa

gacgtgcccg

ggaagcaagg
gaaccgactt
tcgeccgage
ccgcaggagg
aggtggtgac
tggaggcaga
tagcagtcag
gtggagacga
tcaatgcaat
acgactggca
gaaggagcat
ccccaggtge
tgtggctgcet
gtgcagttce
gagagtggat
atgagtggat
agcgcgagga
agaacatcca

attacatgac

cttgggegtt
cctcagaata
tactcecegeg
gatgctgggg
attatgggta
cagcggctgg

agcttgaaag

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3409

60
120
180
240
300
360

420



aactacacca
ggcgttettg
tgccactett
ggggctttgt
cattaaaaat
ggagcagtgg
agaagcaatc
agttggcgga
ttttgttagt
ctacgcagca
gcacgaggag
ggtagacgta
atctagceccet
cgactggceta
taaggttatt
tccactttce
tgtgcatgeg
gagaggtcct
gggggaggtc
attcgcaaca
ctcatatgaa
aatgtctaaa
ccctttegge
agcaggggtt
ggagaaacga
tgcattagga
tgacccecetg
tcatacgtgce
agccaaaggt
agctttggge

agaaggatca

ttgatgcaaa
gtgaatccaa
accctcetggg
catgtcatgce
gccgataaac
aaggagaaac
attgaagtgg
catccagtgt
ccaataggga
actctgaaga
ccgatgetca
ttctataage
agtccagagg
catcggggcece
gagaaaatgg
cgaaatagta
gtcaatatga
aaatatgaag
catagcaacc
acatggcaca
gtaaaggcta
ccctgggatg
cagcagagag
aaagaagtac
cctegectgt
gcegtatteg
ttttgggaga
atttacaaca
agtagggcaa
tttttaaatg

ggtgtgcaaa
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aaaaggtggg
atgtgaccac
ataatggggc
gaggctcata
catcattaaa
ttaacgctat
accgcactga
cgcgagggtce
aggtgatcga
aggttcaaga
tgcaatctta
ctteggagece
ttgaggagca
caagagaatt
aagtgttaca
accacgagat
ccagccaggt
aggatgtaaa
aggaaaaaat
aggaccctga
ctggaagcgce
ctattgcaaa
tattcaagga
taaatgaaac
gcactaaaga
ccgaacaaaa
tggtaaacga
tgatgggcaa
tatggttcat
aagaccactg

aattgggtta

gcaagtgcta
cgtcagagaa
atctgetgte
tttagcegge
gagggggagg
gtcaagggac
agcacgcaga
cgcaaagctc
tttgggttgce
ggtaaaggga
tggatggaac
ttccgacace
acgcacgtta
ttgcatcaaa
acgtcgtttc
gtattgggtg
attactgggt
tctgggttct
taggaagagg
gcacccctat
atccagccta
cgtgaccace
gaaggtcgac
caccaactgg
agagttcatt
tcagtggagce
ggagagagag
gagagaaaaa
gtggctcgge
gctttetega

tatacttegg
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ttgataggtg
gctggggtat
tggaacagca
ggaagcatcg
cccggtggga
gagttcttca
gctaggcgeg
cgctggetag
gggcgcggag
tacacgaagg
ctagtatcgce
ctgttttgtg
cgegtcettag
gttetgtgte
ggtgggggcc
agtggecgetg
cgaatggatc
gggacgaggg
atccagaaac
cgaacctgga
gtaaacgggyg
atggcaatga
acgaaggctc
ctgtgggececce
aagaaagtga
acggcgceggg
aatcatttge
aaacccggtg
gctecggtacce
gaaaattctg

gatatagccg

tgagcgtcge
tggttacgge
ccaccgcecac
cctggactcet
gaacgttagg
aatatagaag
aaaacaatat
ttgaaaaggg
gttggagcta
gtggagcggg
ttaaaagtgg
acatcggaga
aaatgacatc
catacatgcce
tecgtgegect
ccggcaatgt
gcacagtctg
ctgtagggaa
tcagagaaga
cctatcacgg
tagtaaaact
cagacacaac
ctgagecccece
atctcagecceg
attctaacgce
aagccgttgg
gaggcgaatg
aattcgggaa
tagaatttga
ggggcggtgt

ggaaacaggg

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



cggaaaaatg
agaaaacgaa
tatcattgaa
aaagacagtg
atacgcccett
aggtgttata
aacatggcta
ctgtgtagtt
gtcgaaagtt
acaggtcccce
tgtegtgecg
tggatggaat
tttgtacttc
tgtggactgg
gaccactgaa
gatggataag
catctggtgt
tgcggctata

ttcacttaaa

tatgctgatg
gccaaagtgce
ctaacgtaca
atggatgtaa
aacactttca
ggcccccaac
ttcgagaatg
aaaccgctgg
agaaaggata
ttctgttcca
tgcagggggc
gtgaaagaca
catcggagag
gtgcccaccg
gatatgctgce
acaccaataa
ggcagtctaa
aaccaagtta

agatatgagg
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acacagcagg
ttgagctecct
ggcataaagt
tatcccgaga
cgaacattge
acctcgaaca
gagaggagag
acgacaggtt
tccaggaatg
atcacttcca
aggacgagct
cagcatgcct
acctacgect
gtagaacttc
aagtatggaa
catcctggac
tcggaacgeg
gagctattat

atgtattgat

atgggacacc
tgatggtgaa
ggttaaagtt
ggaccaaagg
cgttcaactg
gctccceccaga
agttactaga
cgcaacggca
gaaaccctcg
ggaaattgtg
tattggaagg
ggccaaagcg
tatggcaaac
ctggtcaata
cagggtatgg
agacgttccg
aagcagagcc
agggaaagag

ccaagaagac
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agaatcacca
caccgcatge
atgagacccg
gggagtgggce
gtacgcctta
aaaaacaaaa
atggcgatca
ctccacttce
catgggtggce
atgaaagacg
gcgegcecatcet
tatgcacaaa
gccatttgca
catagcaagg
atagaggaga
tacgtaggaa
acttgggcag
aattatgtgg

agagtcatt

gaaccgactt
tcgececgage
ccgcaggcegyg
aggtggtgac
tggaggcaga
ttgcagtcag
gtggtgatga
tcaatgccat
acgattggca
gaaggagtat
ccccaggtge
tgtggctgcect
gtgcagtacc
gcgaatggat
atgagtggat
agcgcgagga
agaatatcca

attatatgac

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3409
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REIVINDICACIONES

1. Método para generar in vitro un virus de ARN positivo monocatenario atenuado de un receptor humano o animal
que comprende las siguientes etapas:

etapa I) re-codificar el genoma virico de un virus ARN infeccioso sustituyendo aleatoriamente una parte de los
codones de nucledtidos de todo el genoma virico de dicho virus ARN infeccioso por otro codon de nucleétidos que
codifica el mismo aminoacido,

con la condicién de que:

i) el numero y la posicién de los codones de nucledtidos raros presentes en dicho genoma virico no se
modifiquen, siendo dichos codones de nucleétidos raros CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG y ACG; y
ii) las regiones de dicho genoma virico que estan implicadas con la estructura secundaria del ARN no se
modifiquen; vy,

etapa Il) generar un virus de ARN atenuado mediante:

sub-etapa Il.a) introduccion de un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN en la posicion 5' y
opcionalmente un terminador y una secuencia de poliadenilacién de ARN en la posicién 3' del genoma virico
recodificado como se obtiene en la etapa |);

sub-etapa Il.b) amplificacién del genoma virico recodificado como se prepara en la sub-etapa a) incluyendo
dicho promotor y opcionalmente dicho terminador y secuencia de poliadenilacién de ARN, en al menos 2,
preferentemente al menos 3, 4, 5 o 6 fragmentos de ADNc solapantes;

sub-etapa ll.c) transfeccion de dichos fragmentos de ADNc en una célula hospedadora;

sub-etapa Il.d) incubacién de dicha célula hospedadora de la sub-etapa c); y

sub-etapa ll.e) recuperacion del virus de ARN atenuado de dicha célula hospedadora incubada.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde en la etapa 1), del 1 al 20 % de los codones de nucleétidos de
todo el genoma virico de dicho virus de ARN infeccioso se sustituyen por otro coddn de nucledtidos que codifica el
mismo aminoacido.

3. Método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde la etapa |) se realiza mediante:

- determinando la secuencia de aminoacidos codificada por todo el genoma virico del virus de ARN infeccioso y
determinar cada codén de nucleétido que codifica cada aminoacido; y

- sustituyendo del 1 al 20 % del codon de nucledtidos del genoma virico que codifica un aminoacido de la tabla 1,
por un codén de nucleétido diferente que codifica el mismo aminoacido como se especifica en la siguiente tabla:

Aminoacido Codén de nucleétido
Ala, A GCU, GCC, GCA
Arg/R AGA, AGG
Asn/N AAU, AAC
Asp/D GAU, GAC
Cys/C UGU, UGC
GIn/Q CAA, CAG
GIu/E GAA, GAG
Gly/G GGU, GGC, GGA
His/H CAU, CAC

lie/l AUU, AUC, AUA
Leu/L UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG
Lys/K AAA, AAG
Phe/F Uuu, uuc
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(continuacién)

Aminoacido Codon de nucleétido
Pro/P CCU, CCC, CCA
Ser/S UCU, UCC, UCA, AGU, AGC
Thr/T ACU, ACC, ACA
TyrlY UAU, UAC
Val/lvV GUU, GUC, GUA, GUG

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicho virus de ARN positivo
monocatenario se selecciona del grupo que consiste en flavivirus, alfavirus y enterovirus.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde, en la etapa Il.a),

- dicho promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN en la posicion 5' es el promotor del citomegalovirus
humano (pCMV); y/o

- dicha secuencia terminador y de poliadenilacién de ARN opcional es, respectivamente, la ribozima de la hepatitis
delta y la sefial de poliadenilacion del virus de simio 40 (HDR/SV40pA).

6. El método de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5, en donde:

- la sub-etapa ll.c) es una etapa de transfeccién directa de los fragmentos de ADNc obtenidos en la sub-etapa b)
como tal, y
- dicha sub-etapa Il.c) se produce directamente después de la sub-etapa Il.b).

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones a 1 a 5, en donde la sub-etapa Il.c) es una etapa
de transfeccion de plasmidos o vectores que comprenden un fragmento de ADNc obtenido en la sub-etapa Il.b), en
donde cada fragmento de ADNc esta en un plasmido o vector individual y separado.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde los fragmentos de ADNc
transfectados de la sub-etapa Il.c) se recombinan espontaneamente en las células hospedadoras durante la sub-etapa
I1.d) de incubacién.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho virus es el virus Chikungunya
y se realiza dicha etapa 1) de recodificacion:

- en la regién que codifica la proteina no estructural nsP1, por el casete recodificado representado en SEQ ID NO:
63;

- en la region que codifica la proteina no estructural nsP4, por el recodificado representado en SEQ ID NO: 64; y
- en la region que codifica la region que se solapa con las proteinas estructurales E2 y E1, por el casete recodificado
representado en SEQ ID NO: 65.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho virus es el virus de la
encefalitis transmitida por garrapatas y dicha etapa I) de la etapa de recodificacion se realiza en la regiéon genémica
NS5, por el casete recodificado representado en SEQ ID NO: 66.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho virus es el virus de la
encefalitis japonesa y dicha etapa |) de la etapa de recodificacion se realiza en el marco de lectura abierto (ORF)
completo, desde el comienzo de PrM hasta el final de la regidon gendmica NS5 por al menos un casete recodificado
seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 67; SEQ ID NO: 68; SEQ ID NO: 69; SEQ ID NO: 70; SEQ ID
NO: 71; y SEQ ID NO:72.
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