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DESCRIPCION

Un virus del dengue quimérico recombinante rDEN3/4delta 30(ME), rDEN2/4delta30(ME) o rDEN1/4delta30(ME) que
contiene una delecién de 30 nucleotidos (delta30) en una seccién de la region no traducida en 3’ del genoma del
dengue de tipo 4, en donde dicha delecion de 30 nucleétidos se corresponde con la estructura tallo-bucle de TL2

Campo de la invencion

La divulgacion se refiere a una vacuna contra el virus del dengue que contiene virus del dengue quiméricos de
serotipos 1, 2, 3 y 4 y que comprende una delecion comun de 30 nucledtidos (A30) en la region no traducida en 3’
del genoma del virus del dengue serotipos 1, 2, 3 y 4.

Antecedentes de la invencion

El virus del dengue es un virus de ARN de sentido positivo que pertenece al género Flavivirus de la familia
Flaviviridae. El virus del dengue esta ampliamente distribuido por todas las regiones tropicales y semitropicales del
mundo y se transmite a seres humanos por vectores de mosquitos. El virus del dengue es una causa importante de
hospitalizaciéon y muerte en nifios en al menos ocho paises asiaticos tropicales (WHO 1997 Dengue Haemorrhagic
Fever: Diagnosis, Treatment, Prevention, and Control 22 edicién, Ginebra). Hay cuatro serotipos de virus del dengue
(DEN1, DEN2, DEN3 y DEN4) que provocan anualmente unos 50-100 millones de casos estimados de fiebre del
dengue y 500.000 casos de la forma mas grave de infeccion por virus del dengue conocida como fiebre hemorragica
del dengue/sindrome de choque del dengue (FHD/SCD) (Gubler, D.J. y Meltzer, M. 1999 Adv Virus Res 53: 35-70).
Esta ultima enfermedad se observa predominantemente en nifios y adultos que experimentan una segunda infeccion
por virus del dengue con un serotipo diferente del de su primera infeccion por virus del dengue y en infeccion
primaria de lactantes que todavia tienen anticuerpo materno especifico del dengue en circulacion (Burke, D.S. et al.
1988 Am J Trop Med Hyg 38:172-180; Halstead, S.B. et al. 1969 Am J Trop Med Hyg 18:997-1021; Thein, S. et al.
1997 Am J Trop Med Hyg 56:566-575). Es necesaria una vacuna contra el dengue para atenuar la carga de la
enfermedad provocada por el virus del dengue, pero no se ha autorizado ninguna. Debido a la asociacion de una
enfermedad mas grave con la infeccién secundaria por virus del dengue, una vacuna satisfactoria debe inducir
simultaneamente inmunidad para los cuatro serotipos. La inmunidad esta mediada principalmente por un anticuerpo
neutralizante dirigido contra la glucoproteina de la envoltura (E), una proteina estructural del virién. La infeccion con
un serotipo induce inmunidad homotipica de larga duracion y una inmunidad heterotipica de corta duracion (Sabin,
A. 1955 Am J Trop Med Hyg 4:198-207). Por tanto, el objetivo de la inmunizaciéon es inducir una respuesta de
anticuerpos neutralizantes de larga duracion contra DEN1, DEN2, DEN3 y DEN4, lo que puede lograrse de la mejor
manera desde el punto de vista econémico usando vacunas de virus atenuados vivos. Este es un objetivo razonable
puesto que ya se ha desarrollado una vacuna de virus atenuado vivo para el virus de la fiebre amarilla relacionado,
otro flavivirus transmitido por mosquitos presente en regiones tropicales y semitropicales del mundo (Monath, T.P. y
Heinz, F.X. 1996 en: Fields Virology, Fields, D.M et al. eds. Philadelphia: Lippincott-Raven Publishers, pags. 961-
1034).

Se han desarrollado varios candidatos a vacuna contra el dengue atenuado vivo y se han evaluado en seres
humanos y primates no humanos. Los primeros candidatos a vacuna contra el dengue atenuado vivo fueron
mutantes de espectro de hospedadores desarrollados mediante pase en serie de virus del dengue de tipo natural en
los cerebros de ratones y seleccion de mutantes atenuados para seres humanos (Kimura, R. y Hotta, S. 1944 Jpn J
Bacteriol 1:96-99; Sabin, A.B. y Schlesinger, R.W. 1945 Science 101:640; Wisserman, C.L. et al. 1963 Am J Trop
Med Hyg 12:620-623). Aunque estos virus candidatos a vacuna eran inmunogénicos en seres humanos, su escaso
crecimiento en cultivo celular desaconsej6 el desarrollo adicional. Se han desarrollado candidatos a vacuna de
DEN1, DEN2, DEN3 y DEN4 atenuados vivos mediante pase en serie en cultivo de tejido no humano
(Angsubhakom, S. et al. 1994 Southeast Asian J Trop Med Public Health 25:554-559; Bancroft, W.H. et al. 1981
Infect Immun 31:698-703; Bhamarapravati, N. et al. 1987 Bull World Health Organ 65:189-195; Eckels, K.H. et al.
1984 Am J Trop Med Hyg 33: 684-698; Hoke, C.H. Jr. et al. 1990 Am J Trop Med Hyg 43:219-226; Kanesa-Thasan,
N. et al. 2001 Vaccine 19: 3179-3188) o mediante mutagénesis quimica (McKee, K.T. et al. 1987 Am J Trop Med
Hyg 36:435-442). Se ha comprobado que es muy dificil lograr un equilibrio satisfactorio entre atenuacion e
inmunogenicidad para cada uno de los cuatro serotipos de virus del dengue usando estos enfoques y formular una
vacuna tetravalente que sea segura e inmunogénica de manera satisfactoria contra cada uno de los cuatros virus del
dengue (Kanesa-Thasan, N. et al. 2001 Vaccine 19:3179-3188; Bhamarapravati, N. y Sutee, Y. 2000 Vaccine 18:44-
47).

Dos importantes avances usando tecnologia de ADN recombinante han hecho posible recientemente desarrollar
candidatos a vacuna contra virus del dengue atenuados vivos prometedores adicionales. En primer lugar, se han
desarrollado métodos para recuperar virus del dengue infeccioso a partir de células transfectadas con transcritos de
ARN derivados de un clon de ADNc de longitud completa del genoma del virus del dengue, haciendo asi posible
derivar virus infecciosos que portan mutaciones atenuantes que se han introducido en el clon de ADNc mediante
mutagénesis dirigida al sitio (Lai, C.J. ef al. 1991 PNAS USA 88:5139-5143). En segundo lugar, es posible producir
virus quiméricos antigénicos en los que la regiéon que codifica para proteinas estructurales del clon de ADNc de
longitud completa del virus del dengue se reemplaza por la de un serotipo de virus del dengue diferente o de un
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flavivirus mas divergente (Bray, M. y Lai, C.J. 1991 PNAS USA 88:10342-10346; Chen, W. et al. 1995 J Virol
69:5186-5190; Huang, C.Y. et al. 2000 J Virol 74: 3020-3028; Pletnev, A.G. y Men, R 1998 PNAS USA 95:1746-
1751). Se han usado estas técnicas para construir virus del dengue quiméricos intertipicos que han mostrado ser
eficaces en la proteccion de monos frente a la exposicion a virus del dengue homologo (Bray, M. et al. 1996 J Virol
70:4162-4166). También esta usandose una estrategia similar para desarrollar vacunas contra virus del dengue
quiméricos antigénicos atenuados basandose en la atenuacion del virus de la vacuna contra la fiebre amarilla o la
atenuacion de virus del dengue sometidos a pase en cultivo celular (Monath, T.P. et al. 1999 Vacuna 17:1869-1882;
Huang, C.Y. et al. 2000 J. Virol 74:3020-3028).

Otro estudio examiné el nivel de atenuacion para seres humanos de un mutante de DEN4 que portaba una deleciéon
de 30 nucledtidos (A30) introducida en su regién no traducida en 3' mediante mutagénesis dirigida al sitio y que se
encontrd previamente que estaba atenuado para monos rhesus (Men, R. et al. 1996 J Virol 70:3930-3937). Se
llevaron a cabo estudios adicionales para examinar si esta mutacién A30 presente en el candidato a vacuna de
DEN4 era el determinante principal de su atenuacion para monos. Se descubrié que la mutacion A30 era de hecho el
determinante principal de la atenuacién para monos, y que especificaba un equilibrio satisfactorio entre atenuacion e
inmunogenicidad para seres humanos (Durbin, A.P. et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13).

Lai et al. (Clinical and Diagnostic Virology 10 (1998) 173-179) describe una evaluacion de determinadas estrategias
moleculares para desarrollar una vacuna del dengue vivo. Construyeron ADNc quimérico intertipico en el que los
genes de C-PreM-E o solo los genes de proteina estructural PreM-E del ADNc de longitud completa de DEN4 se
sustituyeron con los correspondientes genes de DEN1, DEN2 o DEN3. Esto dio como resultado virus quiméricos
viables que expresaron las proteinas estructurales protectoras de DEN1, DEN2 o DEN3 frente a un fondo de
proteinas no estructurales de DEN4. Se descubrié que las quimeras presentaban la antigenicidad predicha del
dengue de tipo 1, 2 0 3, y fueron infecciosas para los monos y capaces de inducir inmunidad protectora.

Sumario de la invenciéon

La mutacién atenuante A30 previamente identificada, creada en el virus del dengue tipo 4 (DEN4) mediante la
eliminacion de 30 nucledtidos de la 3'-UTR, también puede atenuar una cepa de tipo silvestre del virus del dengue
tipo 1 (DEN1). La eliminacion de 30 nucleétidos de la 3'-UTR de DEN1 en una region altamente conservada
homodloga a la regiéon de DEN4 que abarca la mutacion A30 produjo un virus recombinante atenuado en monos
rhesus en un nivel similar al virus recombinante DEN4A30. Esto establece la transportabilidad de la mutacion A30 y
su fenotipo de atenuacién para un tipo de virus del dengue distinto de DEN4. La transferibilidad eficaz de la mutacion
A30, descrita en este trabajo, establece la utilidad de la mutacién A30 para atenuar y mejorar la seguridad de
vacunas contra el virus del dengue comercializables de cualquier serotipo. Los presentes inventores prevén una
vacuna tetravalente contra el virus del dengue que contiene virus del dengue de los tipos 1, 2, 3 y 4, cada uno
atenuado mediante la mutacién A30. Los presentes inventores también prevén una vacuna contra el virus del
dengue tetravalente que contiene virus quiméricos antigénicos recombinantes en los que los genes estructurales del
virus del dengue tipos 1, 2 y 3 reemplazan a los de DEN4A30; 1, 2 y 4 reemplazan a los de DEN3A30; 1, 3y 4
reemplazan a los de DEN2A30; y 2, 3 y 4 reemplazan a los de DEN1A30. En algunos casos, tales virus del dengue
quiméricos estan atenuados no solo mediante la mutacién A30, sino también por su naturaleza quimérica. La
presencia de la mutacién atenuante A30 en cada componente de virus impide la reversién a un virus de tipo natural
por recombinacion intertipica. Ademas, debido a la estabilidad genética inherente a las mutaciones de delecion, la
mutacion A30 representa una excelente alternativa para el uso como una mutacién comin compartida entre cada
componente de la vacuna tetravalente.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. La vacuna tetravalente contra el virus del dengue atenuado vivo contiene virus del dengue que representan
cada uno de los 4 serotipos, conteniendo cada serotipo su conjunto completo de proteinas estructurales y no
estructurales de tipo silvestre inalteradas y una mutaciéon atenuante A30 compartida. La localizacion relativa de la
mutacion A30 en la regién no traducida (UTR) en 3’ de cada componente se indica mediante una flecha.

Figura 2. A. La mutacién A30 elimina 30 nucleétidos contiguos (sombreados) de la 3-UTR de DEN4. Los nucledtidos
se numeran desde el extremo terminal 3'. B. Alineacion de la secuencia de nucleétidos de la region TL2 de DEN1,
DEN2, DEN3 y DEN4 y sus derivados A30. También se muestra la region correspondiente para cada uno de los
cuatro serotipos de DEN. Las letras mayusculas indican homologia de secuencia entre los 4 serotipos, el subrayado
indica apareamiento de nucleotidos para formar la estructura de tallo. C. Estructura secundaria pronosticada de la
region TL2 de cada serotipo de DEN. Los nucledtidos que se eliminan mediante la mutacién A30 estan en un
recuadro (DEN1 - entre los nucleétidos 10562 - 10591, DEN2 Tonga/74 - entre los nucleotidos 10541 - 10570, DEN3
Sleman/78 - entre los nucledtidos 10535 - 10565, y DEN4 - entre los nucledtidos 10478 - 10507).

Figura 3. Niveles de viremia en monos rhesus inoculados con candidatos a vacuna rDEN4 que portan mutaciones
derivadas 5-FU. Se inocularon grupos de cuatro o dos (rDEN4 y rDEN4A30) monos con 5,0 logio UFP de virus por
via subcutanea. Se recogio suero diariamente y se determinaron los titulos de virus mediante ensayo de placas en
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células Vero. El limite de deteccion del virus era de 0,7 logio UFP/ml. Se indican los titulos de virus medios para
cada grupo.

Figura 4. Niveles de viremia en monos rhesus inoculados con candidatos a vacuna rDEN4 que portan pares de
mutaciones de carga a alanina en NS5. Se inocularon grupos de cuatro o dos (rDEN4 y rDEN4A30) monos con 5,0
log1o UFP de virus por via subcutanea. Se recogio suero diariamente y se determinaron los titulos de virus mediante
ensayo de placas en células Vero. El limite de deteccion del virus era de 1,0 logio UFP/mI. Se indican los titulos de
virus medios para cada grupo. No se detectd viremia en ningin mono tras el dia 4.

Figura 5. La mutacion A30 atenta tanto DEN1 como DEN4 para monos rhesus. Se inmunizaron grupos de 4 monos
por via subcutanea con 5,0 logio UFP del virus indicado. Se recogi6é suero cada dia tras la inmunizacién y se
determinaron los titulos de virus y se muestran como logio UFP/mI media.

Figura 6. A. Diagrama del plasmido de ADNc de longitud completa p2 (Tonga/74). Las regiones subclonadas se
indican por encima del plasmido. La numeraciéon comienza en el extremo 5’ de la secuencia virica. B. La mutacién
A30 elimina los 30 nucleétidos indicados de la secuencia de 3'-UTR para crear p2A30.

Figura 7. Niveles de viremia en monos rhesus inoculados con los candidatos a vacuna DEN2 (Tonga/74), rDEN2 y
rDEN2A30. Se inocularon grupos de cuatro monos con 5,0 logio UFP de virus por via subcutanea. Se recogi6é suero
diariamente y se determinaron los titulos de virus mediante ensayo de placas en células Vero. El limite de deteccion
del virus era de 0,7 logio UFP/mI. Se indican los titulos de virus medios para cada grupo. No se detect6 viremia en
ningun mono tras el dia 8.

Figura 8. A. Diagrama del plasmido de ADNc de longitud completa p3 (Sleman/78). Las regiones subclonadas se
indican por encima del plasmido. La numeraciéon comienza en el extremo 5’ de la secuencia virica. Se muestra la
secuencia y la ubicacion de la insercion del enlazador Spel. B. La mutacion A30 elimina los 31 nucleétidos indicados
de la secuencia de 3-UTR para crear p3A30.

Figura 9. A. Se construyeron virus del dengue quiméricos recombinantes introduciendo o bien las regiones CME o
bien las ME de DEN2 (Tonga/74) en el fondo genético de DEN4. La ubicacion relativa de la mutaciéon A30 en la 3'-
UTR se indica mediante una flecha y se indican las uniones intertipicas 1, 2 y 3. B. Secuencia de nucledtidos y
aminoacidos de las regiones de uniones intertipicas. Se indican los sitios de reconocimiento de enzimas de
restriccion usados en el ensamblaje de cada ADNc quimérico.

Figura 10. Cinética de crecimiento en células Vero de virus rDEN2/4A30 quiméricos que codifican para mutaciones
de adaptacion a células Vero individuales o combinadas. Se infectaron células Vero con los virus indicados a una
MOI de 0,01. En los puntos de tiempo tras la infeccion indicados, se extrajeron muestras de 1 ml de medio de cultivo
tisular, se aclararon mediante centrifugacion y se congelaron a -80 °C. Se someti6 a ensayo el nivel de replicacion
del virus mediante titulacién de placas en células C6/36. El limite inferior de la deteccién era de 0,7 logio UFP/m.
Los niveles de replicacion en el dia 4 tras la infecciéon se indican mediante la linea discontinua.

Figura 11. A. Se construyeron virus del dengue quiméricos recombinantes introduciendo o bien las regiones CME o
bien las ME de DEN3 (Sleman/78) en el fondo genético de DEN4. La ubicacion relativa de la mutacion A30 en la 3'-
UTR se indica mediante una flecha y se indican las uniones intertipicas 1, 2 y 3. Se indican los sitios de
reconocimiento de enzimas de restriccion usados en el ensamblaje de cada ADNc quimérico. B. Secuencia de
nucledtidos y aminoacidos de las regiones de uniones intertipicas. Se indican los sitios de reconocimiento de
enzimas de restriccion usados en el ensamblaje de cada ADNc quimérico.

Figura 12. A. Se construyeron virus del dengue quiméricos recombinantes introduciendo o bien las regiones CME o
bien las ME de DEN1 (Puerto Rico/94) en el fondo genético de DEN4. La ubicacion relativa de la mutacién A30 en la
3-UTR se indica mediante una flecha y se indican las uniones intertipicas 1, 2 y 3. Se indican los sitios de
reconocimiento de enzimas de restriccion usados en el ensamblaje de cada ADNc quimérico. B. Secuencia de
nucledtidos y aminoacidos de las regiones de uniones intertipicas. Se indican los sitios de reconocimiento de
enzimas de restriccion usados en el ensamblaje de cada ADNc quimérico.

Breve descripcion de las secuencias

Serotipo Descripcion o nimero de acceso de GenBank
DEN1 U88535

DEN2 Tonga/74

DEN3 Sleman/78

DEN4 AF326825

Breve descripcion de las SEQ ID NO
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Identificacion Figura, ~tabla o gpqp No.
apéndice

Region TL2 de DEN1 Figura 2 1

Region TL2 de DEN2 Figura 2 2

Region TL2 de DEN3 Figura 2 3

Region TL2 de DEN 4 Figura 2 4

Region TL2 de DEN1A30 Figura 2 5

Region TL2 de DEN2A30 Figura 2 6

Region TL2 de DEN3A30 Figura 2 7

Region TL2 de DEN4A30 Figura 2 8

Region TL2 de p2 Figura 6 9

Region TL2 de p2A30 Figura 6 10

Region TL2 de p3 Figura 8 11

Region TL2 de p3A30 Figura 8 12
Enlazador Spe1 en p3 Figura 8 13

Unién 1 de rDENZ2/4 Figura 9 14-nt, 15-aa
Unién 2 de rDEN2/4 Figura 9 16-nt, 17-aa
Unién 3 de rDEN2/4 Figura 9 18-nt, 19-aa
Unién 1 de rDEN3/4 Figura 11 20-nt, 21-aa
Unién 2 de rDEN3/4 Figura 11 22-nt, 23-aa
Unién 3 de rDEN3/4 Figura 11 24-nt, 25-aa
Unién 1 de rDEN1/4 Figura 12 26-nt, 27-aa
Unién 2 de rDEN1/4 Figura 12 28-nt, 29-aa
Unién 3 de rDEN1/4 Figura 12 30-nt, 31-aa
Region NS4B seleccionada de D4 Tabla 15 32-nt, 33-aa
Region NS4B seleccionada de D1 Tabla 15 34-nt, 35-aa
Region NS4B seleccionada de D2 Tabla 15 36-nt, 37-aa
Region NS4B seleccionada de D3 Tabla 15 38-nt, 39-aa
CCACGGGCGCCGT Tabla 26 40
AAGGCCTGGA Tabla 26 41
TATCCCCGGGAC Tabla 26 42
AGAGCTCTCTC Tabla 26 43
GAATCTCCACCCGGA Tabla 26 44
CTGTCGAATC Tabla 26 45
Plasmido p2 de ADNc de DEN2 (Tonga/74) Apéndice 1 46-nt, 47-aa
Plasmido p3 de ADNc de DEN3 (Sleman/78) Apéndice 2 48-nt, 49-aa
Region quimérica CME de DEN1 (Puerto Rico/94) | Apéndice 3 50-nt, 51-aa
Region quimérica ME de DEN1 (Puerto Rico/94) Apéndice 4 52-nt, 53-aa

Descripcion detallada de la realizacion preferida
Introduccion

En el presente documento, se usa un enfoque molecular para desarrollar una vacuna tetravalente contra el virus del
dengue atenuado vivo genéticamente estable. Cada componente de la vacuna tetravalente, concretamente DEN1,
DEN2, DEN3 y DEN4, debe estar atenuado, ser genéticamente estable e inmunogénico. Es necesaria una vacuna
tetravalente para garantizar proteccion simultanea frente a cada uno de los cuatro virus del dengue, impidiendo de
ese modo la posibilidad de desarrollar las enfermedades mas graves fiebre hemorragica del dengue/sindrome de
choque del dengue (FHD/SCD), que se producen en seres humanos durante la infeccion secundaria con un virus del
dengue de tipo silvestre heterotipico. Puesto que los virus del dengue pueden experimentar recombinacion genética
en la naturaleza (Worobey, M. et al. 1999 PNAS USA 96:7352-7), la vacuna tetravalente deberia ser genéticamente
incapaz de experimentar un acontecimiento de recombinacion entre sus cuatro componentes de virus que pudiese
conducir a la generacion de virus que carecen de mutaciones atenuantes. Los enfoques previos para desarrollar una
vacuna tetravalente contra el virus del dengue se han basado en derivar independientemente cada uno de los cuatro
componentes de virus a través de procedimientos mutagénicos separados, tales como pase en células de cultivo
tisular derivadas de un hospedador heterdlogo. Esta estrategia ha producido candidatos a vacuna atenuados
(Bhamarapravati, N. y Sutee, Y. 2000 Vaccine 18:44-7). Sin embargo, es posible que pudiesen producirse en las
vacunas intercambios génicos entre los cuatro componentes de estas vacunas tetravalentes derivadas
independientemente, creando posiblemente un virus recombinante virulento. Se han generado polivirus virulentos
derivados de recombinacion en vacunas tras la administracion de una vacuna trivalente contra poliovirus (Guillot, S.
et al. 2000 J Virol 74:8434-43).

La presente divulgacion también describe: (1) mejoras para el candidato a vacuna rDEN4A30 descrito anteriormente,
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2) virus recombinantes rDEN1A30, rDEN3A30 y rDEN3A30 atenuados que contienen una delecion de 30 nucledtidos
(A30) en una seccion de la region no traducida en 3’ (UTR) que es homdloga a aquella en el virus recombinante
rDEN4A30, (3) un método para generar una vacuna tetravalente contra el virus del dengue compuesta por
rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3A30 y rDEN4A30, 4) virus quiméricos antigénicos atenuados, rDEN1/4A30,
rDEN2/4A30 y rDEN3/4A30, para los que se han reemplazado las regiones génicas CME, ME o E de rDEN4A30 por
aquellas derivadas de DEN1, DEN2 o DEN3; como alternativa rDEN1/3A30, rDEN2/3A30 y rDEN4/3A30 para los que
se han reemplazado las regiones génicas CME, ME o E de rDEN3A30 por aquellas derivadas de DEN1, 2 o 4; como
alternativa rDEN2/2A30, rDEN3/2A30 y rDEN4/2A30 para los que se han reemplazado las regiones génicas CME,
ME o E de rDEN2A30 por aquellas derivadas de DEN1, 3 o 4; y como alternativa rDEN2/1A30, rDEN3/1A30 y
rDEN4/1A30 para los que se han reemplazado las regiones génicas CME, ME o E de rDEN1A30 por aquellas
derivadas de DEN2, 3 o 4, y 5) un método para generar una vacuna tetravalente contra el virus del dengue
compuesta por rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30 y rDEN4A30, como alternativa rDEN2/3A30, rDEN2A30,
rDEN4/3A30 y rDEN3A30, como alternativa rDEN1/2A30, rDEN3/2A30, rDEN2A30 y rDEN2A30, y como alternativa
rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30 y rDEN1A30. Estas vacunas tetravalentes son Unicas puesto que contienen
una mutacién atenuante compartida comun que elimina la posibilidad de generar un virus de tipo silvestre virulento
en una vacuna puesto que cada componente de la vacuna posee la misma mutacion por delecion atenuante A30.
Ademas, la vacuna tetravalente rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4A30 es la primera en combinar la
estabilidad de la mutaciéon A30 con una amplia antigenicidad. Puesto que la mutacion por delecion A30 esta en la 3'-
UTR de cada virus, todas las proteinas de los cuatro virus componentes estan disponibles para inducir una
respuesta inmunitaria protectora. Por tanto, el método proporciona un mecanismo de atenuacién que mantiene cada
una de las proteinas de los virus DEN1, DEN2, DEN3 y DEN4 en un estado que conserva la capacidad completa de
cada una de las proteinas de los cuatro virus para inducir respuestas inmunitarias humorales y celulares frente a
todas las proteinas estructurales y no estructurales presentes en cada serotipo de virus del dengue.

Tal como se describié anteriormente, se disefid por ingenieria genética el virus recombinante de DEN4, rDEN4A30
(denominado anteriormente 2AA30), para que contuviese una delecion de 30 nucledtidos en la 3'-UTR del genoma
virico (Durbin, A.P. et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13; Men, R. et al. 1996 J Virol 70:3930-7). La evaluacion
en monos rhesus mostré que el virus estaba significativamente atenuado en relaciéon con el virus original de tipo
silvestre, siendo todavia altamente inmunogénico y completamente protector. Ademas, un ensayo clinico de fase |
con voluntarios humanos adultos mostré que el virus recombinante rDEN4A30 era seguro e inmunogénico de
manera satisfactoria (Durbin, A.P. et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13). Para desarrollar una vacuna
tetravalente que porta una mutacion atenuante compartida en una regiéon no traducida, los presentes inventores
seleccionaron la mutacion A30 para atenuar virus del dengue de tipo silvestre de serotipos 1, 2 y 3 puesto que
atenuaba virus DEN4 de tipo silvestre para monos rhesus y era segura en seres humanos (figura 1).

La mutacién A30 se describid y caracterizé por primera vez en el virus DEN4 (Men, R. et al. 1996 J Virol 70: 3930-7).
En DEN4, la mutacion consiste en la eliminacion de 30 nucleétidos contiguos que comprenden los nucledtidos 10478
- 10507 de la 3'-UTR (figura 2A) que forman una estructura de tallo-bucle supuesta denominada TL2 (Proutski, V. et
al. 1997 Nucleic Acids Res 25:1194-202). Entre los flavivirus, las porciones grandes de la UTR forman estructuras
secundarias altamente conservadas (Hahn, C.S. ef al. 1987 J Mol Biol 198:33-41; Proutski, V. et al. 1997 - Nucleic
Acids Res 25:1194-202). Aunque los nucleoétidos individuales no se conservan necesariamente en estas regiones,
un apareamiento de bases adecuado conserva la estructura de tallo-bucle en cada serotipo, un hecho que no es
facilmente evidente cuando solo se considera la secuencia primaria (figura 2B, C).

Quimeras del dengue inmunogénicas y métodos para su preparacion

En el presente documento se proporcionan quimeras del dengue inmunogénicas y métodos para preparar las
quimeras del dengue. Las quimeras del dengue inmunogénicas son utiles, solas o en combinacién en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, como composiciones inmunogénicas para minimizar, inhibir o inmunizar individuos y
animales frente a la infeccion por virus del dengue.

Las quimeras de la divulgacion comprenden secuencias de nucleétidos que codifican para la inmunogenicidad de un
virus del dengue de un serotipo y secuencias de nucleotidos adicionales seleccionadas de la estructura principal de
un virus del dengue de un serotipo diferente. Estas quimeras pueden usarse para inducir una respuesta
inmunogénica frente al virus del dengue.

En otro aspecto, la quimera preferida es una quimera de acido nucleico que comprende una primera secuencia de
nucledétidos que codifica para al menos una proteina estructural de un virus del dengue de un primer serotipo, y una
segunda secuencia de nucleotidos que codifica para proteinas no estructurales de un virus del dengue de un
segundo serotipo diferente del primero. En el ambito de la invencion, el virus del dengue del segundo serotipo es
DEN4. En otro aspecto, la proteina estructural puede ser la proteina C de un virus del dengue del primer serotipo, la
proteina prM de un virus del dengue del primer serotipo, la proteina E de un virus del dengue del primer serotipo, o
cualquier combinacion de las mismas.

El término “resto” se usa en el presente documento para referirse a un aminoacido (D o L) o un mimético de
aminoacido que se incorpora en un péptido mediante un enlace amida. Como tal, el aminoacido puede ser un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2677 348 T3

aminoacido que se produce de manera natural o, a menos que se limite de otra forma, puede abarcar analogos
conocidos de aminoacidos naturales que funcionan de una manera similar a los aminoacidos que se producen de
manera natural (es decir, miméticos de aminoacido). Ademas, un mimético de enlace amida incluye modificaciones
de la estructura principal del péptido bien conocidas por los expertos en la técnica.

Ademas, un experto en la técnica reconocera que sustituciones, deleciones o adiciones individuales en la secuencia
de aminoacidos, o en la secuencia de nucleétidos que codifica para los aminoacidos, que alteran, afaden o
delecionan un unico aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos (normalmente menos del 5%, mas
normalmente menos del 1%) en una secuencia codificada son variaciones modificadas de manera conservativa, en
las que las alteraciones dan como resultado la sustitucion de un aminoacido por un aminoacido quimicamente
similar. Se conocen bien en la técnica tablas de sustituciones conservativas que proporcionan aminoacidos
funcionalmente similares. Los siguientes seis grupos contienen cada uno aminoacidos que son sustituciones
conservativas de uno por otro:

1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T);

2) Acido aspartico (D), Acido glutdmico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); y
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W).

Tal como se usa en el presente documento, las expresiones “quimera de virus”, “virus quimérico”, “quimera del
dengue” y “virus del dengue quimérico” significan una construccion infecciosa que comprende secuencias de
nucledtidos que codifican para la inmunogenicidad de un virus del dengue de un serotipo y secuencias de
nucledtidos adicionales derivadas de la estructura principal de un virus del dengue de un serotipo diferente.

Tal como se usa en el presente documento, “construccion infecciosa” indica un virus, una construccioén virica, una
quimera virica, un acido nucleico derivado de un virus o cualquier porcién del mismo, que puede usarse para infectar
una célula.

Tal como se usa en el presente documento, “quimera de acido nucleico” significa una construccion que comprende
acido nucleico que comprende secuencias de nucleotidos que codifican para la inmunogenicidad de un virus del
dengue de un serotipo y secuencias de nucledtidos adicionales derivadas de la estructura principal de un virus del
dengue de un serotipo diferente. En consecuencia, cualquier virus quimérico o quimera de virus va a reconocerse
como ejemplo de una quimera de acido nucleico.

Debe entenderse que las proteinas estructurales y no estructurales incluyen cualquier proteina que comprenda o
cualquier gen que codifique para la secuencia de la proteina completa, un epitopo de la proteina, o cualquier
fragmento que comprenda, por ejemplo, tres 0 mas restos de aminoacido de las mismas.

Quimeras del dengue

El virus del dengue es un patdgeno de flavivirus transmitido por mosquitos. EI genoma del virus del dengue contiene
una region no traducida en 5’ (5-UTR), seguida por una regién que codifica para una proteina de la capsida (C),
seguida por una region que codifica para una proteina de premembrana/membrana (prM), seguida por una region
que codifica para una proteina de la envoltura (E), seguida por la region que codifica para las proteinas no
estructurales(NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5) y finalmente una regién no traducida en 3’ (3'-UTR). Las
proteinas estructurales viricas son C, prM y E, y las proteinas no estructurales son NS1-NS5. Las proteinas
estructurales y no estructurales se traducen como una Unica poliproteina y se procesa por proteasas viricas y
celulares.

Las quimeras del dengue de la divulgacion son construcciones formadas fusionando genes de proteinas
estructurales de un virus del dengue de un serotipo, por ejemplo DEN1, DEN2, DEN3 o DEN4, con genes de
proteinas no estructurales de un virus del dengue de un serotipo diferente, por ejemplo, DEN1, DEN2, DEN3 o
DENA4.

Las quimeras del dengue atenuadas, inmunogénicas proporcionadas en el presente documento contienen uno o
mas de los genes de proteinas estructurales, o partes antigénicas de las mismas, del virus del dengue de un
serotipo contra el cual va a conferirse inmunogenicidad, y los genes de proteinas no estructurales de un virus del
dengue de un serotipo diferente.
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La quimera de la divulgacion contiene un genoma de virus del dengue de un serotipo como estructura principal, en el
que el/los gen(es) de proteina(s) estructural(es) que codifica(n) para proteina(s) C, prM o E del genoma del dengue,
o combinaciones de las mismas, se reemplaza(n) por el/los gen(es) de proteina(s) estructural(es) correspondiente(s)
de un virus del dengue de un serotipo diferente frente al que va a protegerse. La quimera virica resultante tiene las
propiedades de atenuacion, en virtud de estar quimerizada con un virus del dengue de otro serotipo, y tiene por tanto
una virulencia reducida, aunque expresa epitopos antigénicos de los productos génicos estructurales y por tanto es
inmunogénica.

Puede usarse el genoma de cualquier virus del dengue como estructura principal en las quimeras atenuadas
descritas en el presente documento. La estructura principal puede contener mutaciones que contribuyen al fenotipo
de atenuacion del virus del dengue o que facilitan su replicacion en el sustrato celular usado para su fabricacion, por
ejemplo, células Vero. Las mutaciones pueden ser en la secuencia de nucledtidos que codifica para proteinas no
estructurales, la regiéon no traducida en 5’ o la region no traducida en 3'. La estructura principal también puede
contener mutaciones adicionales para mantener la estabilidad del fenotipo de atenuacién y para reducir la posibilidad
de que la quimera o el virus atenuado pudiese revertir de nuevo al virus virulento de tipo silvestre. Por ejemplo, una
primera mutacion en la regiéon no traducida en 3’ y una segunda mutacion en la region no traducida en 5’
proporcionaran estabilidad adicional del fenotipo de atenuacion, si se desea. En particular, una mutacién que es una
delecion de 30 nucledtidos de la region no traducida en 3’ del genoma de DEN4 entre los nucleotidos 10478-10507
da como resultado una atenuacion del virus DEN4 (Men et al. 1996 J. Virology 70:3930-3933; Durbin et al. 2001 Am
J Trop Med 65:405-413, 2001). Por tanto, puede usarse el genoma de cualquier virus del dengue tipo 4 que
contenga una mutacion de este tipo en este locus como estructura principal en las quimeras atenuadas descritas en
el presente documento. Ademas, pueden usarse también otros genomas de virus del dengue que contengan una
mutacion por delecion analoga en la regién no traducida en 3’ de los genomas de otros serotipos de virus del dengue
como estructura principal.

Tales mutaciones pueden lograrse mediante mutagénesis dirigida al sitio usando técnicas conocidas por los
expertos en la técnica. Los expertos en la técnica entenderan que los ensayos de seleccién de virulencia, tal como
se describen en el presente documento y tal como se conocen bien en la técnica, pueden usarse para distinguir
entre estructuras principales virulentas y atenuadas.

Construccion de quimeras del dengue

Pueden producirse las quimeras del virus del dengue descritas en el presente documento sustituyendo al menos uno
de los genes de proteinas estructurales del virus del dengue de un serotipo frente al cual se desea inmunidad en una
estructura principal de genoma de virus del dengue de un serotipo diferente, usando técnicas de ingenieria genética
recombinante bien conocidas por los expertos en la técnica, concretamente, eliminando un gen del virus del dengue
designado de un serotipo y reemplazandolo por el gen correspondiente deseado de un virus del dengue de un
serotipo diferente. Como alternativa, usando las secuencias proporcionadas en GenBank, pueden sintetizarse las
moléculas de acido nucleico que codifican para las proteinas del dengue usando técnicas de sintesis de acidos
nucleicos conocidas e insertarse en un vector apropiado. Por tanto, se produce un virus atenuado, inmunogénico
usando técnicas de ingenieria genética recombinante conocidas por los expertos en la técnica.

Tal como se menciond anteriormente, el gen que va a insertarse en la estructura principal codifica para una proteina
estructural del dengue de un serotipo. Preferentemente, el gen del dengue de un serotipo diferente que puede
insertarse es un gen que codifica para una proteina C, una proteina prM y/o una proteina E. La secuencia insertada
en la estructura principal del virus del dengue puede codificar para las proteinas estructurales tanto prM como E del
otro serotipo. La secuencia insertada en la estructura principal del virus del dengue puede codificar para las
proteinas estructurales C, prM y E del otro serotipo. La estructura principal del virus del dengue es el genoma del
virus DEN1, DEN2, DEN3 o DEN4, o un genoma de virus del dengue atenuado de cualquiera de estos serotipos, e
incluye elllos gen(es) sustituido(s) que codifica(n) para la(s) proteina(s) estructural(es) C, prM y/o E de un virus del
dengue de un serotipo diferente, o el/los gen(es) sustituido(s) que codifica(n) para la(s) proteina(s) estructural(es)
prM y/o E de un virus del dengue de un serotipo diferente.

Pueden evaluarse quimeras de acido nucleico o virus quiméricos adecuados que contienen secuencias de
nucledtidos que codifican para proteinas estructurales del virus del dengue de cualquiera de los serotipos para
determinar su utilidad como vacunas examinandolos para detectar marcadores fenotipicos de atenuacién que
indiquen una reduccién en la virulencia con conservacién de la inmunogenicidad. La antigenicidad y la
inmunogenicidad pueden evaluarse usando la reactividad in vitro o in vivo con anticuerpos frente al dengue o suero
inmunorreactivo usando procedimientos de examen rutinarios conocidos por los expertos en la técnica.

Vacunas contra el dengue
Los virus quiméricos preferidos y las quimeras de acido nucleico proporcionan virus vivos, atenuados Utiles como

inmunogenos o vacunas. En una realizacion preferida, los virus presentan alta inmunogenicidad mientras que al
mismo tiempo no producen efectos letales o patogénicos peligrosos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2677 348 T3

Los virus quiméricos o las quimeras de acido nucleico de la presente divulgacion pueden comprender los genes
estructurales de un virus del dengue de un serotipo en una estructura principal de virus del dengue de tipo silvestre o
atenuado de un serotipo diferente. Por ejemplo, la quimera puede expresar los genes de proteinas estructurales de
un virus del dengue de un serotipo en cualquiera de un virus del dengue o un acervo de virus del dengue atenuado
de un serotipo diferente.

La estrategia descrita en el presente documento de usar un fondo genético que contiene regiones no estructurales
de un genoma de virus del dengue de un serotipo y, mediante quimerizacion, las propiedades de atenuacion, para
expresar los genes de proteinas estructurales de un virus del dengue de un serotipo diferente ha conducido al
desarrollo de candidatos a vacuna contra el dengue vivo, atenuado que expresan genes de proteinas estructurales
de inmunogenicidad deseada. Por tanto, pueden disefiarse candidatos a vacuna para el control de patégenos del
dengue.

Los virus usados en las quimeras descritas en el presente documento se cultivan normalmente usando técnicas
conocidas en la técnica. Se realizan entonces titulaciones de las unidades formadoras de focos (UFF) o placas de
virus y se cuentan las placas o UFF con el fin de evaluar la viabilidad, el titulo y las caracteristicas fenotipicas de los
virus cultivados en cultivo celular. Se mutagenizan virus de tipo silvestre para derivar materiales de partida de
candidatos atenuados.

Se construyen clones infecciosos quiméricos a partir de diversos serotipos del dengue. Si se desea, también puede
lograrse la clonacion de fragmentos de ADNc especificos de virus. Los fragmentos de ADNc que contienen los
genes de proteinas estructurales o proteinas no estructurales se amplifican mediante reaccién en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) a partir de ARN del dengue con diversos cebadores. Se clonan los
fragmentos amplificados en los sitios de escision de otros clones intermedios. Se secuencian entonces los clones del
dengue intermedios, quiméricos para verificar la secuencia del ADNc insertado especifico del dengue.

Pueden obtenerse plasmidos quiméricos de longitud de genoma completa construidos insertando la region génica de
proteinas estructurales o no estructurales de virus del dengue en vectores usando técnicas recombinantes bien
conocidas por los expertos en la técnica.

Métodos de administracion

Las quimeras viricas descritas en el presente documento se combinan individual o conjuntamente con un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable para su administracion como inmunégeno o vacuna a seres humanos o
animales. Las expresiones “excipiente farmacéuticamente aceptable” o “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se
usan en el presente documento queriendo decir cualquier composicion o compuesto incluyendo, pero sin limitarse a,
agua o solucion salina, un gel, ungiento, disolvente, diluyente, base de pomada fluida, liposoma, micela, micela
gigante, y similares, que sea adecuado para su uso en contacto con tejido humano o animal vivo sin provocar
respuestas fisiologicas adversas, y que no interaccione con los otros componentes de la composicion de manera
perjudicial.

Las formulaciones de vacuna o inmunogénicas pueden presentarse de manera conveniente en una forma de
dosificacion de unidad formadora de placas (UFP) o unidad formadora de focos (UFF) y prepararse usando técnicas
farmacéuticas convencionales. Tales técnicas incluyen la etapa de llevar a asociacion el principio activo y el/los
vehiculo(s) o excipiente(s) farmacéutico(s). En general, las formulaciones se preparan llevando a asociacion de
manera uniforme e intima el principio activo con vehiculos liquidos. Las formulaciones adecuadas para
administracion parenteral incluyen disoluciones para inyeccion estériles acuosas y no acuosas que pueden contener
antioxidantes, tampones, compuestos bacteriostaticos y solutos que hacen que la formulaciéon sea isotdnica con la
sangre del receptor previsto, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de
suspension y agentes espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en envases de dosis unitaria o de
multiples dosis, por ejemplo, ampollas y viales sellados, y pueden almacenarse en un estado secado por
congelacion (liofilizado) que requiere solo la adicion del portador liquido estéril, por ejemplo, agua para inyecciones,
inmediatamente antes de su uso. Pueden prepararse disoluciones y suspensiones para inyeccion extemporaneas a
partir de comprimidos, granulos y polvos estériles cominmente usados por un experto habitual en la técnica.

Formulaciones de dosificaciéon unitarias preferidas son aquellas que contienen una dosis o unidad, o una fraccion
apropiada de las mismas, del componente administrado. Debe entenderse que ademas de los componentes
particularmente mencionados anteriormente, las formulaciones de la presente invencion pueden incluir otros agentes
comunmente usados por un experto habitual en la técnica.

La composicion de vacuna o inmunogénica puede administrarse a través de diferentes vias, tales como oral o
parenteral, incluyendo, pero sin limitarse a, bucal y sublingual, rectal, mediante aerosol, nasal, intramuscular,
subcutanea, intradérmica y topica. La composicion puede administrarse en diferentes formas, incluyendo, pero sin
limitarse a, disoluciones, emulsiones y suspensiones, microesferas, particulas, microparticulas, nanoparticulas y
liposomas. Se espera que puedan requerirse desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 5 dosis por
programa de inmunizacion. Las dosis iniciales pueden oscilar desde aproximadamente 100 hasta aproximadamente
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100.000 UFP o UFF, con un intervalo de dosificacion preferido de aproximadamente 500 a aproximadamente 20.000
UFP o UFF, un intervalo de dosificacion mas preferido de desde aproximadamente 1000 hasta aproximadamente
12.000 UFP o UFF y un intervalo de dosificacion lo mas preferido de aproximadamente 1000 a aproximadamente
4000 UFP o UFF. La dosificacion de las inyecciones de refuerzo puede oscilar desde aproximadamente 100 hasta
aproximadamente 20.000 UFP o UFF, con un intervalo de dosificaciéon preferido de aproximadamente 500 a
aproximadamente 15.000, un intervalo de dosificacién mas preferido de aproximadamente 500 a aproximadamente
10.000 UFP o UFF y un intervalo de dosificacion lo mas preferido de aproximadamente 1000 a aproximadamente
5000 UFP o UFF. Por ejemplo, el volumen de administracion variara dependiendo de la via de administracion. El
volumen de las inyecciones intramusculares puede oscilar desde aproximadamente 0,1 ml hasta 1,0 ml.

La composicion puede almacenarse a temperaturas de desde aproximadamente -100°C hasta aproximadamente
4°C. La composiciéon también puede almacenarse en un estado liofilizado a diferentes temperaturas incluyendo
temperatura ambiente. La composicidon puede esterilizarse a través de medios convencionales conocidos por un
experto habitual en la técnica. Tales medios incluyen, pero no se limitan a, filtracion. La composicion también puede
combinarse con agentes bacteriostaticos para inhibir el crecimiento bacteriano.

Pautas de administracion

La composicion de vacuna o inmunogénica descrita en el presente documento puede administrarse a seres
humanos, especialmente a individuos que viajan a regiones en las que esta presente la infeccion por virus del
dengue, y también a los habitantes de esas regiones. El momento 6ptimo para la administracion de la composicion
es aproximadamente de uno a tres meses antes de la exposicion inicial al virus del dengue. Sin embargo, la
composicion también puede administrarse tras la infeccion inicial para mejorar la evolucion de la enfermedad, o tras
la infeccién inicial para tratar la enfermedad.

Adyuvantes

Puede administrarse una variedad de adyuvantes conocidos por un experto habitual en la técnica conjuntamente con
el virus quimérico en la composicion de vacuna o inmunogénica de la presente invencion. Tales adyuvantes
incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: polimeros, copolimeros tales como copolimeros de polioxietileno-
polioxipropileno, incluyendo copolimeros de bloque, polimero p 1005, adyuvante completo de Freund (para
animales), adyuvante incompleto de Freund; monooleato de sorbitano, escualeno, adyuvante CRL-8300, alumbre,
QS 21, muramil dipéptido, motivos de oligonucledtido CpG y combinaciones de motivos de oligonucleétido CpG,
trehalosa, extractos bacterianos, incluyendo extractos micobacterianos, endotoxinas destoxificadas, lipidos de
membrana o combinaciones de los mismos.

Secuencias de acido nucleico

Las secuencias de acido nucleico de virus del dengue de un serotipo y virus del dengue de un serotipo diferente son
utiles para disefiar cebadores y sondas de acido nucleico para la deteccion de quimeras de virus del dengue en una
muestra o espécimen con alta sensibilidad y especificidad. Pueden usarse sondas o cebadores correspondientes a
virus del dengue para detectar la presencia de un virus de vacuna. El acido nucleico y las secuencias de
aminoacidos correspondientes son Utiles como herramientas de laboratorio para estudiar los organismos y las
enfermedades y para desarrollar terapias y tratamientos para las enfermedades.

Los cebadores y las sondas de acido nucleico se hibridan selectivamente con moléculas de acido nucleico que
codifican para virus del dengue o secuencias complementarias de las mismas. Por “selectivo” o “selectivamente”
quiere decirse una secuencia que no se hibrida con otros acidos nucleicos para prevenir la detecciéon adecuada de la
secuencia del virus del dengue. Por tanto, en el disefio de los acidos nucleicos hibridantes, la selectividad dependera
de los otros componentes presentes en la muestra. El acido nucleico hibridante debe tener al menos el 70% de
complementariedad con el segmento del acido nucleico con el que se hibrida. Tal como se usa en el presente
documento para describir acidos nucleicos, la expresion “se hibrida selectivamente” excluye los acidos nucleicos
hibridantes aleatorios ocasionales, y por tanto tiene el mismo significado que “especificamente hibridante”. Los
cebadores y las sondas de acido nucleico selectivamente hibridantes descritos en el presente documento pueden
tener al menos el 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% y 99% de complementariedad con el segmento de la
secuencia con la que se hibridan, preferiblemente el 85% o mas.

La presente descripcion también contempla secuencias, sondas y cebadores que se hibridan selectivamente con el
acido nucleico codificante o la hebra complementaria, u opuesta, del acido nucleico. Puede producirse hibridaciéon
especifica con acido nucleico con sustituciones o modificaciones minoritarias en el acido nucleico, siempre que se
mantenga una capacidad de hibridacién especie-especie funcional. Por “sonda” o “cebador’ quiere decirse
secuencias de acido nucleico que pueden usarse como sondas o cebadores para la hibridacién selectiva con
secuencias de acido nucleico complementarias para su deteccion o amplificacion, sondas o cebadores que pueden
variar en longitud desde aproximadamente 5 hasta 100 nucleétidos, o preferiblemente desde aproximadamente 10
hasta 50 nucleétidos, o lo mas preferiblemente de manera aproximada 18-24 nucledtidos. Se proporcionan en el
presente documento acidos nucleicos aislados que se hibridan selectivamente con los acidos nucleicos especificos

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2677 348 T3

de especie en condiciones rigurosas y deben tener al menos cinco nucleétidos complementarios a la secuencia de
interés tal como se describe en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Sambrook, Fritsch y Maniatis, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

Si se usan como cebadores, la composicidon puede incluir preferentemente al menos dos moléculas de acido
nucleico que se hibridan con diferentes regiones de la molécula diana de modo que se amplifica una region
deseada. Dependiendo de la longitud de la sonda o el cebador, la region diana puede oscilar entre el 70% bases
complementarias y complementariedad completa y todavia hibridar en condiciones rigurosas. Por ejemplo, para el fin
de detectar la presencia del virus del dengue, el grado de complementariedad entre el acido nucleico hibridante
(sonda o cebador) y la secuencia con la que se hibrida es al menos suficiente para distinguir la hibridaciéon con un
acido nucleico de otros organismos.

Las secuencias de acido nucleico que codifican para el virus del dengue pueden insertarse en un vector, tal como un
plasmido, y expresarse de manera recombinante en un organismo vivo para producir polipéptidos y/o péptido de
virus del dengue recombinante.

Las secuencias de acido nucleico desveladas en el presente documento incluyen una sonda de diagndstico que
sirve para notificar la deteccion de un amplicon de ADNc amplificado a partir del molde de ARN genémico virico
usando una reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT/PCR), asi como amplimeros directos
e inversos que se disefian para amplificar el amplicén de ADNc. En ciertos casos, uno de los amplimeros se disefia
para contener una mutacién especifica de virus de vacuna en el extremo 3’ terminal del amplimero, lo que hace de
manera eficaz que la prueba sea incluso mas especifica para la cepa de vacuna debido a la extensiéon del cebador
en el sitio diana, y en consecuencia se producira amplificacién solo si el molde de ARN viral contiene esa mutacion
especifica.

Se han desarrollado recientemente sistemas de deteccion de secuencias de acido nucleico basados en PCR
automatizada. Se usa ampliamente el ensayo TagMan (Applied Biosystems). Una estrategia desarrollada mas
recientemente para pruebas genéticas de diagndstico hace uso de balizas moleculares (Tyagi y Kramer, 1996
Nature Biotechnology 14:303-308). Los ensayos con balizas moleculares emplean colorantes indicadores vy
extintores que difieren de los usados en el ensayo TagMan. Un experto en la técnica puede usar estos y otros
sistemas de deteccion.

EJEMPLO COMPARATIVO 1
Mejora del candidato a vacuna contra el virus del dengue rDEN4A30

Se evalud la seguridad del candidato a vacuna contra el dengue-4 atenuada viva recombinante, rDEN4A30, en
veinte voluntarios humanos que recibieron una dosis de 5,0 log1o unidades formadoras de placas (UFP) (Durbin A.P.
et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-413). Se descubrié que el candidato a vacuna era seguro, se toleraba bien y
era inmunogénico en todas las vacunas. Sin embargo, cinco de los vacunados experimentaron una elevacion
transitoria en los niveles de alanina aminotransferasa, tres experimentaron neutropenia y diez vacunados
desarrollaron un exantema macular asintomatico, lo que sugiere que puede ser necesario atenuar adicionalmente
este candidato a vacuna.

Actualmente, esta realizandose un estudio de disminuciéon a escala de la dosis, controlado por placebo, de doble
enmascaramiento, aleatorizado para determinar la dosis infecciosa humana 50 (DIHso) de rDEN4A30. Cada cohorte
de dosis consiste en aproximadamente veinte vacunados y cuatro receptores de placebo. Hasta la fecha, se han
recogido datos completos para dosis de 3,0 logio UFP y 2,0 logio UFP. rDEN4A30 infectaba al 100% de los
vacunados cuando se administraron 3,0 logio UFP y al 95% de los vacunados cuando se administraron 2,0 log1o
UFP (tabla 1). El candidato a vacuna provocé enfermedad no sintomatica a cualquier dosis (tabla 1). Un vacunado
que recibié 3,0 logio UFP experimentd una elevacion transitoria en los niveles de alanina aminotransferasa y
aproximadamente un cuarto de los vacunados experimentaron neutropenia a ambas dosis (tabla 1). La neutropenia
fue transitoria y leve. Mas de la mitad de los vacunados desarrollaron un exantema macular a ambas dosis; la
aparicion del exantema no estaba correlacionada con la dosis de vacunacion ni con la viremia (tabla 1 y tabla 2). Ni
el titulo pico ni la aparicién de la viremia difirieron entre las dosis de 3,0 logio UFP y 2,0 logio UFP, aunque ambas
medidas de viremia eran significativamente inferiores para estas dosis que para una dosis de 5,0 log1o UFP (tabla 3).
El candidato a vacuna era inmunogénico en el 95% de los vacunados a ambas dosis y los anticuerpos neutralizantes
no disminuyeron entre los dias 28 y 42 tras la vacunacion (tabla 4). Aunque no se ha determinado todavia la DIHso,
es claramente inferior a 2,0 logio UFP. De manera interesante, las disminuciones en la dosis de vacuna no han
tenido ningun efecto sistematico sobre la inmunogenicidad, viremia, neutropenia benigna o la aparicion de
exantema. Por tanto, no sera posible necesariamente atenuar adicionalmente rDEN4A30 disminuyendo la dosis de
virus administrada, y deben desarrollarse otros enfoques.

Tabla 1. Resumen clinico de rDEN4A30
[N° de] Dosis® | N° de| N.° con | Titulo | N.° de voluntarios con:
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sujetos infec- viremia pico. . Fiebre Exan- Neu.tr?- MALT
tados medio tema penia
20 5,0 20 14 1,2 (0,2) 1° 10 3 5
20 3,0 20 7 0,4 (0,0) 0 11 5 1°
20 2,0 19 11 06(0,1) [1° 16 4 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0
¥Log1o ufp
®Logio ufp/ml
°Neutropenia definida como ANC < 1500/dI
T méaxima en voluntarios = 100,4°F
°ALT dia 0 = 78, ALT maxima = 91 (dia 14)
Tabla 2. Patrén de exantema en vacunados
° ° . . Viremia Dia medio de | Duracion

..a | N° con | N. con | Viremia y | _. . s R .

Dosis viremia exantema exantema sin aparicion * | media (dias
exantema | DE * DE)

5 14/20 10/20 9/20 5/20 8,1+ 1,3[A]° 3,6 £2,0[A]
3 7/20 11/20 6/20 1/20 12,2+1,4[B] | 50+2,1[A]
2 11/20 16/20 9/20 2/20 11,2+1,4[B] | 6,9+1,7[B]
%log1o ufp

®| as medias en cada columna con diferentes letras son significativamente diferentes (o = 0,05)

Tabla 3. Resumen de viremia de rDEN4A30

. a | N.° con | Titulo pico medio Aparlcu')n 'med!a Duracion media de la
Dosis . gt de la viremia (dia | _. R .
viremia | (logio ufp/ml) + DE) viremia (dia * DE)
5 14 1,21 0,2[A] 58+ 24[A] 4,4 £ 2,4 [A]
3 7 0,4 +0,0[B] 9,1+ 2,5[B] 1,6 £ 1,0 [B]
2 11 0,6 +£0,1[B] 8,7+2,4[B] 2,6 £2,0[A]
%log1o ufp
®Las medias en cada columna con diferentes letras son significativamente diferentes (o =
0,05)
Tabla 4. Inmunogenicidad de rDEN4A30
Titulo de anticuerpos
N.° de | Dosis N.© de neutralizantes séricos, media % de
sujetos | (logig) | infectados | 9eomeétrica (intervalo) seroconversion
Dia 28 Dia 42
567 399
20 5,0 20 100
(72 - 2455) (45 - 1230)
156 158
20 3,0 20 95
(5 -2365) (25-1222)
163 165
20 2,0 19 95
(5-943) (5-764)
8 0 0 0 0 0

12

Se han utilizado dos enfoques para atenuar adicionalmente rDEN4A30. El primero es la generacién y caracterizacion
de mutaciones puntuales atenuantes en rDEN4 usando mutagénesis con 5-fluorouracilo (Blaney, J.E. Jr. et al. 2002
Virology 300: 125-139; Blaney, J.E. Jr. et al. 2001 J. Virol. 75: 9731-9740). Este enfoque ha identificado un panel de
mutaciones puntuales que confieren una gama de fenotipos de sensibilidad a la temperatura (ts) y placas pequefias
(sp) en células Vero y HuH-7 y fenotipos de atenuacion (att) en cerebro de ratén lactante y ratones SCID con injerto
de células HuH-7 (ratones SCID-HuH-7). En este ejemplo, se ha introducido un subconjunto de estas mutaciones en
rDEN4A30 y se han evaluado los fenotipos de los virus resultantes.

Un segundo enfoque fue crear una serie de mutaciones de carga a alanina apareadas en pares contiguos de restos
de aminoacido con carga en el gen NS5 de rDEN4. Tal como se demostré previamente, una mutacion de 32 pares
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contiguos individuales de restos de aminoacido con carga en NS5 de rDEN4 conferia una gama de fenotipos s en
células Vero y HuH-7 y una gama de fenotipos att en cerebro de ratén lactante (Hanley, K.H. et al. 2002 J. Virol. 76
525-531). Tal como se demuestra a continuacion, estas mutaciones también confieren un fenotipo att en ratones
SCID-HuH-7. Estas mutaciones se han introducido, o bien como pares individuales o bien como conjuntos de dos
pares, en rDEN4A30 para determinar si son compatibles con la mutacion A30 y si potencian los fenotipos att de
rDEN4A30.

Se ha caracterizado un panel de virus rDEN4 que portan mutaciones puntuales individuales que poseen fenotipos
sensibles a la temperatura y/o de placas pequefas en cultivo tisular y niveles variables de replicacién atenuada en
cerebro de ratén lactante en comparacion con virus rDEN4 de tipo silvestre (Blaney, J. E. et al. 2002 Virology
300:125-139; Blaney, J. E. et al. 2001 J Virol. 75:9731-9740). Se han seleccionado tres mutaciones para combinarse
con la mutacion por delecion A30 para evaluar su capacidad para restringir adicionalmente la replicacion de
rDEN4A30 en monos rhesus. En primer lugar, se combind previamente la mutacion de cambio de sentido en NS3 en
el nucledtido 4995 (Ser > Pro) que confiere sensibilidad a la temperatura en células Vero y HuH-7 y replicacion
restringida en cerebro de ratén lactante con la mutacion A30 (Blaney, J. E. et al. 2001 J Virol. 75:9731-9740). Se
descubrié que el virus resultante, rDEN4A30-4995, estaba mas restringido (1.000 veces) en la replicacion en cerebro
de raton que el virus rDEN4A30 (<5 veces) en comparacion con el virus rDEN4 de tipo silvestre. En segundo lugar,
se combind una mutacion de cambio de sentido en el nucleétido 8092 (Glu > Gly) que también confiere sensibilidad
a la temperatura en células Vero y HuH-7 y replicacion restringida 10.000 veces en cerebro de ratén lactante con la
mutacion A30 en este caso. En tercer lugar, se combiné una sustitucion en la 3'-UTR en el nucleétido 10634 que
confiere sensibilidad a la temperatura en células Vero y HuH-7, tamafio de placas pequefio en células HuH-7 y
replicacion restringida aproximadamente 1.000 veces en cerebro de raton lactante y ratones SCID con trasplante de
células HuH-7, con la mutacion A30 en este caso (Blaney, J. E. et al. 2002 Virology 300:125-139).

Para la presente investigacion, se introdujeron fragmentos subclonados de p4 (Durbin, A.P. et al. 2001 Am J Trop
Med Hyg 65: 405-13) que contenian las mutaciones anteriores en el clon de ADNc p4A30. Para la transcripcion y
recuperacion de virus, se linealizé el ADNc con Acc65l (isoesquizomero de Kpnl que se escinde dejando solo un
Unico nucledtido en 3’) y se usé como molde para la transcripcion mediante ARN polimerasa SP6 tal como se
describié anteriormente (Blaney, J. E. et al. 2002 Virology 300:125-139). Se transfectaron células de mosquito C6/36
usando transfeccion mediada por liposomas y se recogieron los sobrenadantes de cultivo celular entre los dias cinco
y siete. Se diluyé de manera terminal dos veces en células Vero el virus recuperado y se paso dos (rDEN4A30-4995)
o tres (r(DEN4A30-8092 y rDEN4A30-10634) veces en células Vero.

Se determinaron las secuencias gendmicas completas de los virus rDEN4A30-4995, rDEN4A30-8092 y rDEN4A30-
10634 tal como se describié anteriormente (Durbin et al. 2001 Am. J. Trop. Med. Hyg. 65:405-413). Tal como se
esperaba, cada derivado de virus rDEN4A30 contenia la mutacién A30. De manera inesperada, en el virus
rDEN4A30-4995, los cambios de nucledtidos en el codén que contenia el nucledtido 4995 dieron como resultado un
cambio de aminoacido Ser > Leu en vez de un cambio Ser > Pro puesto que se disefié el ADNc de p4A30-4995 para
introducir el cambio Ser > Pro (tabla 5). De hecho, se descubrié que el clon de ADNc de p4A30-4995 codificaba para
un cambio Ser > Pro en el nucleétido 4995, de modo que no esta claro cémo la poblacién de virus adquirié la
mutacion Ser > Leu. No obstante, se evalud este virus para valorar el genotipo especificado por esta mutacion de
cambio de sentido. También se descubrié que el virus rDEN4A30-4995 contenia una mutacioén incidental en los
nucledtidos 4725-6 que dio como resultado un cambio en un Unico aminoacido (Ser > Asp). Los virus rDEN4A30-
8092 y rDEN4A30-10634 contenian las sustituciones de nucleétidos apropiadas asi como mutaciones imprevistas
adicionales en E, NS4B y NS4B, respectivamente (tabla 5).

Tabla 5. Mutaciones de UTR y de cambio de sentido presentes en derivados de virus rDEN4A30 que portan
mutaciones puntuales introducidas

Virus Gen Posicion de | Sustitucion de | Posicion de | Cambio de
nucleétido nucleétidos aminoacido? aminoacidos

2%55"‘%30' NS3 | 4725 U>G 1542 Ser > Asp

NS3 4726 C>A 1542 Ser > Asp

NS3 4995° Uu>c 1632 Ser > Leu
rDEN4A30- | g 1612 A>C 504 Asp > Ala
8092

NS4B | 7131 A>G 2344 Thr > Ala

NS5 8092° A>G 2664 Glu > Gly
rDEN4A30- | NsaB | 6969 A>U 2290 Met > Leu
10634

NS4B | 7182 G>C 2361 Gly > Arg
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Virus Gen Posicion de | Sustitucion de | Posicion de | Cambio de
nucleétido nucleétidos aminoacido® aminoacidos
3- . .
UTR 10634° u>cC ninguna ninguno

@ Posicion de aminoacido en la poliproteina de DEN4 que comienza con el resto de metionina de la
Erotel'na C (nucledtidos 102-104) como posicion 1.

La mutacién restringe la replicacion en modelos de ratéon de infeccion por DEN4 que se
introdujeron por mutagénesis Kunkel.

La replicacion de los tres virus rDEN4A30 modificados se comparé con los virus rDEN4A30 y rDEN4 de tipo natural
en el modelo de cerebro de raton lactante y ratones SCID con trasplante de células HuH-7 (ratones SCID-HuH-7).
Se realizaron los experimentos tal como se describio anteriormente (Blaney, J. E. et al. 2002 Virology 300:125-139;
Blaney, J. E. et al. 2001 J Virol. 75: 9731-9740). En resumen, para la infeccion de cerebro de ratéon lactante, se
inocularon a grupos de ratones de seis-siete dias de edad por via intracerebral 4,0 log1o UFP de virus y se extrajo el
cerebro de cada raton cinco dias después. Entonces se congelaron los sobrenadantes aclarados de suspensiones
de cerebro al 10% a -70 °C, y se determiné el titulo de virus mediante ensayo de placas en células Vero. Para el
analisis de la replicacion del virus DEN4 en ratones SCID-HuH-7, se inyectaron por via intraperitoneal a ratones
SCID de cuatro a seis semanas de edad 107 células HuH-7. De cinco a seis semanas tras el trasplante, se infectaron
los ratones mediante inoculacion directa en el tumor de 4,0 log1o UFP de virus, y se obtuvo suero para la titulacion
del virus mediante puncion en la cola en el dia 7. Se determind el titulo de virus mediante ensayo de placas en
células Vero.

El virus rDEN4 de tipo silvestre se replico a 6,0 logio UFP/g en cerebro de ratén lactante, y rDEN4A30 estaba
restringido en su replicacion en 0,7 log1o UFP/g, lo que es similar a las observaciones previas (tabla 6) (Blaney, J. E.
et al. 2001 J Virol. 75: 9731-9740). Se descubri6 que los virus rDEN4A30-4995, rDEN4A30-8092 y rDEN4A30-10634
tenian una replicacion restringida en cerebro de ratén lactante en comparacién con el virus rDEN4 de 3,3, 2,8 y 2,4
logio UFP/g, respectivamente. Estos resultados indican que las mutaciones atenuantes adicionales sirven para
restringir adicionalmente la replicacion del virus rDEN4A30 en cerebro de raton oscilando desde 50 veces
(rDEN4A30-10634) hasta 400 veces (rDEN4A30-4995). En ratones SCID-HuH-7, el titulo de virus del virus
rDEN4A30 era 0,4 log1o UFP/ml inferior al virus rDEN4, lo que también es similar a los estudios previos (Blaney, J. E.
et al. 2002 Virology 300:125-139). Se encontré que cada virus rDEN4A30 modificado estaba restringido
adicionalmente en su replicacion en ratones SCID-HuH-7 (tabla 6). Los virus rDEN4A30-4995, rDEN4A30-8092 y
rDEN4A30-1063 tenian replicacion restringida en ratones SCID-HuH-7 en comparacion con el virus rDEN4 de 2,9,
1,1y 2,3 logio UFP/g por debajo del nivel del virus rDEN4 de tipo silvestre, respectivamente. Se hicieron dos
importantes observaciones: (1) las mutaciones 4995, 8092 y 10634 eran compatibles para su viabilidad con la
mutacion A30, y (2) estos tres virus rDEN4A30 modificados tenian una reduccion de entre 10 y 1.000 veces en la
replicacién en comparacion con el virus rDEN4 de tipo natural, lo que permite que virus con un intervalo amplio de
atenuacion en este modelo se evalien adicionalmente en monos o seres humanos.

Tabla 6. La adicién de mutaciones puntuales en NS3, NS5 o la 3’-UTR al virus rDEN4A30 atenta adicionalmente el
virus para cerebro de ratén lactante y ratones SCID-HuH-7

Repllcailon en cerebro de raton Replicacion en ratones SCID-HuH-7°¢
lactante
N.° de | Titulo de | Reduccion N.° de | Titulo de | Reducciéon
Vi ratones virus = EE de unidades | ratones virus * EE | de unidades
irus . t
logis media logio UFP/g | logiy media
logiwo UFP/g | con de suero con
de cerebro respecto al respecto al
tipo natural® tipo natural®
rDEN4 12 6,0+0,1 - 13 6,4+0,2 -
rDEN4A30 | 12 53+0,1 0,7 20 6,0+0,2 0,4
rDEN4A30-
4995 6 2,7 0,4 3,3 5 3,5+0,3 29
rDEN4A30-
8092 6 3,2+0,2 2,8 7 50+0,4 1,1
rDEN4A30-
10634 12 3,6+0,1 2,4 5 44+0,3 2,3

2 Se inocularon a grupos de 6 ratones lactantes por via i.c. 10° UFP de virus. Se extrajeron los
cerebros 5 dias después, se homogeneizaron y se titularon en células Vero.

b Comparacion de los titulos de virus medios de ratones inoculados con virus mutante y control de
tipo natural de rDEN4 simultaneo.

° Se inocularon a grupos de ratones HuH-7-SCID directamente en el tumor 10* UFP de virus. Se
recogio suero en el dia 6 y 7 y se tituld en células Vero.
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Basandose en los hallazgos en los dos modelos de ratén de infeccion por virus DEN4, se evalu6é cada uno de los
virus rDEN4A30-4995, rDEN4A30-8092 y rDEN4A30-10634 en el modelo de macaco rhesus de infeccion por DEN4
que se ha descrito anteriormente (Durbin et al. 2001 Am. J. Trop. Med. Hyg. 65:405-413). En resumen, se inocularon
a grupos de cuatro (rDEN4A30-4995, rDEN4A30-8092 y rDEN4A30-10634) o dos (rDEN4, rDEN4A30, simulado)
monos con 5,0 logig UFP de virus por via subcutanea. Se observaron diariamente los monos y se recogid suero en
los dias de 0 a 6, 8, 10 y 12, y se determinaron los titulos de virus mediante ensayo de placas en células Vero para
la medicion de la viremia. En el dia 28, se extrajo suero y se sometio a prueba el nivel de anticuerpos neutralizantes
mediante ensayo de reduccion de placas en células Vero tal como se describid anteriormente (Durbin et al. 2001
Am. J. Trop. Med. Hyg. 65:405-413).

Se detecto la viremia comenzando en el dia 1 tras la infeccion y terminando en el dia 4 en todos los monos (tabla 7,
figura 3). La viremia estaba presente en cada mono infectado con los virus rDEN4, rDEN4A30 o rDEN4A30-10634,
pero solo 2 de 4 monos infectados con los virus rDEN4A30-4995 o rDEN4A30-8092 tenian viremia detectable. Tal
como se esperaba, la infeccidon con virus rDEN4 dio como resultado el mayor nimero medio de dias virémicos por
mono (3,0 dias) asi como titulo de virus pico medio (2,2 logio UFP/mI). Los monos infectados con el virus rDEN4A30
tenian tanto un nimero medio inferior de dias virémicos por mono (2,0 dias) como titulo de virus pico medio (1,1
logio UFP/mI) en comparaciéon con el virus rDEN4. Grupos de monos infectados con cada uno de los virus
rDEN4A30 modificados tenian un ndmero medio adicionalmente restringido de dias virémicos, teniendo los
inoculados con el virus rDEN4A30-8092 el menor valor, 0,5 dias, una reduccién de 4 veces en comparacion con el
virus rDEN4A30. El titulo de virus pico medio de monos infectados con rDEN4A30-4995 (0,9 logioc UFP/ml) o
rDEN4A30-8092 (0,7 log1o UFP/mI) también era inferior al de los infectados con el virus rDEN4A30. Sin embargo, el
titulo de virus pico medio de monos infectados con rDEN4A30-10634 (1,3 logio UFP/ml) era ligeramente superior al
de los infectados con rDEN4A30 particularmente en el dia 2 (figura 3).

Tabla 7. La adicién de mutaciones puntuales a rDEN4A30 atenta adicionalmente el virus para monos Rhesus

. ] Titulo de anticuerpos
. N.© de | N-° medio | Titulo de | neutralizantes séricos,
Virus® N.° de monos con dg o dias virus pico m('edial' ] 'geométrica
monos | .o ia virémicos medio (log1o | (dilucién reciproca)
por mono® | UFP/ml + EE) . .
Dia 0 Dia 28
Simulado 2 0 0 <0,7 <10 <10
rDEN4 2 2 3,0 2,2+0,6 <10 398
rDEN4A30 2 2 2,0 1,1+04 <10 181
rDEN4A30-
4995 4 2 0,8 0,9+0,2 <10 78
rDEN4A30-
8092 4 2 0,5 0,7+0,1 <10 61
rDEN4A30-
10634 4 4 1,3 1,3+0,2 <10 107

@ Se inocularon por via subcutanea a grupos de monos rhesus con 10° UFP de los virus indicados
en una dosis de 1 ml. Se recogid suero en los dias de 0 a 6, 8, 10, 12 y 28. Se determind el titulo
de virus mediante ensayo de placas en células Vero.
® No se detecté viremia en ningtin mono tras el dia 4.

Se sometio a prueba el suero recogido en el dia 0 y 28 para determinar el nivel de anticuerpos neutralizantes contra
rDEN4. No se encontré ningun anticuerpo neutralizante detectable contra DEN4 en el dia 0, tal como se esperaba,
puesto que los monos se seleccionaron previamente para que fuesen negativos para anticuerpos neutralizantes
contra flavivirus (tabla 7). En el dia 28, los monos infectados con rDEN4 tenian un titulo de anticuerpos
neutralizantes séricos medio (dilucion reciproca) de 398 que era aproximadamente dos veces superior al de monos
infectados con el virus rDEN4A30 (1:181). Este resultado y el nivel de viremia dos veces superior en monos
infectados con el virus rDEN4 son similares a los resultados obtenidos anteriormente (Durbin ef al. 2001 Am. J. Trop.
Med. Hyg. 65:405-413). Los monos infectados con los virus rDEN4A30-4995 (1:78), rDEN4A30-8092 (1:61) y
rDEN4A30-10634 (1:107) tenian cada uno un titulo de anticuerpos neutralizantes séricos medio reducido en
comparacion con monos infectados con el virus rDEN4A30. Los cuatro monos que no tenian viremia detectable
tenian titulos de anticuerpos neutralizantes séricos que indicaban que estaban de hecho infectados. A pesar del
ligero aumento en el titulo de virus de pico medio del virus rDEN4A30-10634 en comparacion con el virus rDEN4A30,
el virus rDEN4A30-10634 tenia un titulo de anticuerpos neutralizantes séricos medio inferior en comparacién con
monos infectados con el virus rDEN4A30. Esto y el nimero medio inferior de dias virémicos por mono sugieren que
la mutacién 10634 puede atenuar la replicacién del virus rDEN4A30 en monos.
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En el dia 28 tras la inoculacion, se expusieron todos los monos a 5,0 log1o UFP de virus rDEN4 de tipo silvestre por
via subcutanea. Se observaron los monos diariamente y se recogié suero en los dias de 28 a 34, 36 y 38, y se
determinaron los titulos de virus mediante ensayo de placas en células Vero para la medicion de la viremia tras la
exposicion. Veintiocho dias tras la exposicion al virus rDEN4, se extrajo suero y se sometidé a prueba el nivel de
anticuerpos neutralizantes mediante ensayo de reduccion de placas en células Vero. Los monos inoculados de
manera simulada tenian un titulo de virus de pico medio de 2,3 logio UFP/ml tras la exposicidon con un numero medio
de dias virémicos de 3,5 (tabla 8). Sin embargo, los monos inoculados con rDEN4, rDEN4A30 o cada uno de los
virus rDEN4A30 modificados no tenian viremia detectable, lo que indica que a pesar de la disminucion en la
replicacion e inmunogenicidad de los virus rDEN4A30-4995, rDEN4A30-8092 y rDEN4A30-10634, cada uno era
suficientemente inmunogénico para inducir proteccion frente a rDEN4 de tipo silvestre. Los aumentos en el titulo de
anticuerpos neutralizantes medio eran minimos (< 3 veces) tras la exposicion en todos los grupos de inoculacion
excepto para el infectado de manera simulada, lo que proporciona pruebas adicionales de que los monos estaban
protegidos frente a la exposicion.

Tabla 8. rDEN4A30 que contiene mutaciones puntuales adicionales protege a monos rhesus frente a la exposicion al
virus DEN4 de tipo natural

Titulo de anticuerpos
o . . . - .
N°  de yi.rémn:::;o ::m?)l:cs) Titulo de virus neutra’llz'antes' séricos, media
Virus® m.onos premicos 'z)sicic')n o pico medio (log1o geométrica (dilucién reciproca)
"DEN4 P UFP/ml + EE)
Dia 28 Dia 56
Simulado 2 3,5 2,3+0,1 <10 358
rDEN4 2 0,0 <0,7 398 753
rDEN4A30 2 0,0 <0,7 181 202
2%55’\‘4”0' 4 0,0 <0.7 78 170
g%ggmso- 4 0,0 <0.7 61 131
q%gstAso' 4 0,0 <0.7 107 177

@ 28 dias tras la inoculacién primaria con los virus indicados, se expusieron monos rhesus por via subcuténea a
10° UFP de virus rDEN4 en una dosis de 1 ml. Se recogio suero en los dias de 28 a 34, 36, 38 y 56. Se
determind el titulo de virus mediante ensayo de placas en células Vero

En conjunto, estos resultados indican que las tres mutaciones puntuales (4995, 8092 y 10634) descritas
anteriormente atentan adicionalmente el candidato a vacuna rDEN4A30 en cerebro de ratén lactante, en ratones
SCID-HuH-7 y en monos rhesus. Debido a las mutaciones imprevistas adicionales (tabla 4) presentes en cada virus
rDEN4A30 modificado, los fenotipos no pueden atribuirse directamente a las mutaciones puntuales 4995, 8092 y
10634 individuales. Sin embargo, la presencia de fenotipos de atenuacién en ratones similares en otros virus rDEN4
que portan una de estas tres mutaciones apoya la opinion de que las mutaciones puntuales 4995, 8092 y 10634 son
responsables de los fenotipos att en los virus rDEN4A30 modificados. Puesto que los virus rDEN4A30-4995,
rDEN4A30-8092 y rDEN4A30-10634 demostraron una disminucion en su replicacion en monos rhesus mientras que
conservaban una inmunogenicidad suficiente para conferir inmunidad protectora, se contemplan estos virus como
vacunas contra el dengue para seres humanos.

Se generaron a continuacion virus DEN4 que portaban mutaciones tanto A30 como de carga a alanina. Se identifico
un subconjunto de siete grupos de mutaciones de carga a alanina descritas anteriormente que conferian una
disminucion de entre 10 veces y 1.000 veces en la replicacion en ratones SCID-HuH-7 y cuya secuencia no mutada
estaba bien conservada en los cuatro serotipos del dengue. Se introdujeron estas mutaciones como pares
individuales y como dos conjuntos de pares en rDEN4A30 usando técnicas de clonacion convencionales. Se realizd
la transcripcion y la recuperacion de virus y la dilucion terminal de virus tal como se describié anteriormente. El
ensayo del nivel de sensibilidad a la temperatura de los virus mutantes de carga-grupo a alanina en células Veroy
HuH-7, el nivel de replicacién en el cerebro de ratones lactantes y el nivel replicacion en ratones SCID-HuH-7 se
realiz6 tal como se describié anteriormente.

La introduccion de un par de mutaciones de carga a alanina en rDEN4 produjo virus recuperable en todos los casos

(tabla 9). La introduccion de dos pares de mutaciones de carga a alanina produjo virus recuperable en dos de tres
casos (no era recuperable rDEN4A30-436-437-808-809).
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rDEN4A30 no es ts en células Vero o HuH-7. En cambio, siete de los siete conjuntos de mutaciones de carga a
alanina usados en este ejemplo conferian un fenotipo ts en células HuH-7 y cinco conferian también un fenotipo s
en células Vero. Los seis virus que portaban mutaciones tanto A30 como de carga a alanina mostraron un fenotipo s
tanto en células Vero como HuH-7 (tabla 9). rDEN4A30 no esta atenuado en cerebro de ratén lactante, mientras que
cinco de los siete conjuntos de mutaciones de carga a alanina conferian un fenotipo aft en cerebro de ratén lactante
(tabla 10). Cuatro de los virus que portaban mutaciones tanto A30 como de carga a alanina estaban atenuados en
cerebro de ratén lactante (tabla 10). En un caso (rDEN4A30-23-24-396-397), la combinacion de dos mutaciones que
no producian atenuacion solas dio como resultado un virus atenuado. Generalmente, los virus que portaban
mutaciones tanto A30 como de carga a alanina mostraron niveles de replicacion en el cerebro de raton lactante mas
similares a su virus original mutante de carga a alanina que a rDEN4A30.

rDEN4A30 esta atenuado en ratones SCID-HuH-7, como lo estan seis de los siete virus mutantes de carga a alanina
usados en este ejemplo. Los virus que portaban mutaciones tanto A30 como de carga a alanina tendian a mostrar
niveles similares o ligeramente inferiores de replicacion en ratones SCID-HuH-7 en comparacion con su virus original
mutante de carga a alanina (tabla 10). En tres casos, los virus que portaban mutaciones tanto A30 como de carga a
alanina mostraron al menos una reduccién cinco veces mayor en ratones SCID-HuH-7 que rDEN4A30.

Se determind la secuencia genémica completa de cinco virus (rDEN4-200-201, rDEN4A30-200-201, rDEN4-436-437
[clon 1], rDEN4A30-436-437 y rDEN4-23-24-200-201) que se replicaban a > 10° UFP/ml en células Vero a 35°C y
que mostraban una reduccion de cien veces o mayor en su replicacion en ratones SCID-HuH-7 (tabla 11). Cada uno
de los cinco contenia una o mas mutaciones imprevistas. En un virus, rDEN4A30-436-437, la mutacién adicional se
ha asociado anteriormente con adaptacion a células Vero (Blaney, J.E. Jr. et al. 2002 Virology 300:125-139). Cada
uno de los virus restantes contenia al menos una mutacion incidental cuyo efecto fenotipico se desconoce. En
consecuencia, los fenotipos descritos no pueden atribuirse directamente a las mutaciones de carga a alanina. Sin
embargo, el hecho de que los virus rDEN4 y rDEN4A30 que portan las mismas mutaciones de carga a alanina
compartan fenotipos similares proporciona un fuerte apoyo a la capacidad de las mutaciones de carga a alanina para
potenciar la atenuacion de rDEN4A30. Debido a que rDEN4-436-437 [clon 1] contenia 4 mutaciones imprevistas, se
prepard un segundo clon de este virus. rDEN4-436-437 [clon 2] contenia solo una mutacion incidental (tabla 11), y
mostré los mismos fenotipos que rDEN4-436-437 en cultivo celular y ratones SCID-HuH-7. Se us6 rDEN4-436-437
[clon 2] en el estudio con monos rhesus descrito a continuacion.
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Basandose en la atenuacion en el modelo de ratén SCID-HuH7, se evaluaron cuatro de los virus mutantes de carga
a alanina (rDEN4-200-201, rDEN4A30-200-201, rDEN4-436-437 [clon 2], rDEN4A30-436-437) en macacos rhesus tal
como se describié anteriormente. Como con el estudio de virus que portaban mutaciones puntuales atenuantes, se
detectod viremia en el dia 1 tras la infeccion y acabd para el dia 4 en todos los monos (figura 4, tabla 12). Se detectd
viremia en la mayoria de los monos infectados; solo uno de los cuatro monos infectados con rDEN4A30-200-201 y
uno de los cuatro monos infectados con rDEN4A30-436-437 no mostraron viremia detectable. Los monos infectados
con rDEN4 mostraron el mayor titulo de virus de pico medio; y en cada caso los virus que portaban la mutacion A30
mostraron una disminucion de aproximadamente 0,5 log en el titulo de virus pico medio en relacién con sus virus
originales y una disminucién de 0,5 a 2 dias en el nimero medio de dias virémicos por mono. Los monos infectados
con virus que portaban las mutaciones tanto A30 como de carga a alanina mostraron una reduccion de dos veces en
la viremia de pico medio en relaciéon con los infectados con rDEN4A30. Esto sugiere que la adicion de las
mutaciones de carga a alanina atenta adicionalmente rDEN4A30 para macacos rhesus.

Tal como se esperaba, ninguno de los monos en este estudio mostré niveles detectables de anticuerpos
neutralizantes en el dia 0. En el dia 28, cada mono infectado con un virus mostré niveles detectables de anticuerpos
neutralizantes, lo que indica que todos los monos, incluso los que no mostraban viremia detectable, se habian
infectado realmente. Como en el estudio de mutaciones puntuales atenuantes, los monos infectados con rDEN4
tenian un titulo de anticuerpos neutralizantes séricos medio (dilucién reciproca) que era aproximadamente dos veces
el de monos que se habian infectado con rDEN4A30. Los monos infectados con rDEN4-200-201 y rDEN4-436-437
[clon 2] tenian titulos de anticuerpos neutralizantes medios similares a rDEN4, y los infectados con rDEN4A30-200-
201 y rDEN4A30-436-437 tenian titulos de anticuerpos neutralizantes medios similares a rDEN4. En cada caso, la
adiciéon de la mutacion A30 a un virus dio como resultado una disminucién de dos veces en los anticuerpos
neutralizantes. Por tanto, aunque la adicion de mutaciones de carga a alanina a rDEN4A30 disminuyé la viremia de
pico medio por debajo de la de rDEN4A30 solo, no afecto a los niveles de anticuerpos neutralizantes.

Tabla 12. La adicién de mutaciones de carga a alanina apareadas a rDEN4A30 atenda adicionalmente el virus para
monos Rhesus

Titulo de anticuerpos
N.° de | N.° medio | Titulo de virus | neutralizantes séricos,
Virus® N.° de | monos de dias | pico medio | media geométrica
irus N o .
monos con V|rem|cosb (log1io UFP/mI + (dilucién reciproca)
viremia por mono EE) Dia 0 Dia 28
simulado 2 0 0 <0,7 <5 <5
rDEN4 2 2 2,5 2,6+0,3 <5 276
rDEN4A30 2 2 2,0 2,1+0,1 <5 131
rDEN4-
200,201 4 4 2,3 1,8+0,3 <5 212
rDEN4A30-
200,201 4 3 1,5 1,3+0,2 <5 139
rDEN4-
436,437 [cl | 4 4 3,3 1,8+0,2 <5 273
2)
rDEN4A30-
436,437 4 3 1,3 1,0£0,0 <5 143

? Se inocularon a grupos de monos rhesus por via subcutanea 10° UFP del virus indicado en una
dosis de 1 ml. Se recogi6 suero en los dias de 0 a 6, 8, 10 y 28. Se determind el titulo de virus
mediante ensayo de placas en células Vero.

® No se detecté viremia en ningtin mono tras el dia 4.

Tras la exposicion a rDEN4 en el dia 28, los monos infectados de manera simulada tenian un titulo de virus de pico
medio de 1,5 logio UFP/ml y un niumero medio de dias virémicos de 3,0 (tabla 13). Sin embargo, ninguno de los
monos inoculado previamente con rDEN4, rDEN4A30 o los virus mutantes de carga a alanina mostré viremia
detectable. Adicionalmente, ninguno de los monos mostré6 un aumento mayor de cuatro veces en el titulo de
anticuerpos neutralizantes séricos. En conjunto, estos datos indican que la infeccidon con cualquiera de los virus,
incluyendo los que portan mutaciones tanto A30 como de carga a alanina, protegian a los macacos rhesus frente a
la exposicion a rDEN4.

Tabla 13. rDEN4A30 que contiene mutaciones de carga a alanina protege a monos rhesus frente a la exposicion a
virus DEN4 de tipo natural
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N.° medio de dias Titulo de anticuerpos
N° de | Virémicos por | Titulo de virus pico | Neutralizantes séricos, media
Virus® MOnos mono tras la | medio (logi, UFP/mI | 980métrica (dilucién reciproca)
exposicion a | £ EE)
rDEN4 Dia 28 Dia 56
simulado 2 3,0 1,5+£0,7 <5 284
rDEN4 2 0,0 <0,7 276 316
rDEN4A30 2 0,0 <0,7 131 96
v 4 0,0 <0,7 212 356
;%g’;‘(‘ﬁso' 4 0,0 <0,7 139 132
rDEN4-
436,437 [c] 2) 4 0,0 <0,7 273 401
Zggrigéso- 4 0,0 <0,7 143 182

& 28 dias tras la inoculacion primaria con los virus indicados, se expusieron monos rhesus por via subcutanea
a 10° UFP de virus rDEN4 en una dosis de 1 ml. Se recogio suero en los dias de 28 a 34, 36, 10 y 56. Se
determind el titulo de virus mediante ensayo de placas en células Vero.

La adicion de mutaciones de carga a alanina a rDEN4A30 puede conferir una gama de fenotipos ts tanto en células
Vero como HuH-7 y fenotipos att en cerebro de ratén lactante y puede o bien potenciar o bien dejar sin cambios la
atenuacion en ratones SCID-HuH-7. De la manera mas importante, la adicion de estas mutaciones puede disminuir
la viremia producida por rDEN4A30 en macacos rhesus sin disminuir el titulo de anticuerpos neutralizantes o la
eficacia protectora. Por tanto, se contempla que la adicién de tales mutaciones a rDEN4A30 potencia la atenuacion
en seres humanos. Ademas, se contempla que las mutaciones que estan afiadiéndose no cambian el nivel global de
atenuacion, sino que estabilizan el fenotipo de atenuacion porque por si mismas son atenuantes
independientemente incluso en ausencia de la mutaciéon A30. Las mutaciones de carga a alanina son
particularmente utiles porque se producen fuera de las regiones génicas estructurales, y por tanto pueden usarse
para atenuar virus quiméricos con genes estructurales. Ademas, implican cambios de al menos tres nucledétidos, lo
que hace que sea poco probable que reviertan a la secuencia de tipo natural.

Se ha identificado una serie de mutaciones puntuales que potencian la replicacién de rDEN4 en cultivo tisular de
células Vero; estas se ubican principalmente en el gen NS4B (Blaney, J. E. ef al. 2002 Virology 300:125-139; Blaney,
J. E. et al. 2001 J Virol 75:9731-9740). Las mutaciones de adaptacion de células Vero confieren dos caracteristicas
deseables para un candidato a vacuna. En primer lugar, potencian el rendimiento de virus en células Vero, el
sustrato previsto para la produccion de la vacuna, y por tanto hacen que la produccidon de la vacuna sea mas
rentable. En segundo lugar, aunque cada una de estas mutaciones de adaptacion de Vero son mutaciones
puntuales, es probable que sean extremadamente estables durante la fabricacién de la vacuna, porque proporcionan
una ventaja selectiva en células Vero. También se mostré que al menos una mutacion de adaptacion de células
Vero, en la posicién 7129, disminuia la infectividad en mosquitos de rDEN4; una escasa infectividad en mosquitos es
otra caracteristica deseable de un candidato a vacuna del dengue. Para investigar la generalidad de este hallazgo,
los presentes inventores sometieron a prueba el efecto del resto de las mutaciones de adaptacién a células Vero
sobre la capacidad de rDEN4 para infectar mosquitos Aedes aegypti alimentados con harina de sangre infecciosa.
La tabla 14 muestra la infectividad de cada virus que porta una Unica mutacién de adaptacion a células Vero a titulo
alto. De éstas, solo una mutacién, en la posicién 7182, estaba asociada con una disminuciéon grande de la
infectividad en mosquitos. Por tanto, 7182 puede ser una mutacién particularmente valiosa para incluir en un
candidato a vacuna de rDEN4, ya que tiene efectos opuestos sobre la replicacion en células Vero y en mosquitos.

Tabla 14. Efecto de las mutaciones de adaptacion a células Vero sobre la infectividad en mosquitos de rDEN4

Aedes aegypti (infeccion oral)
o i b
Virus Dosis? (log1o ufp) N.° sometido a IA,tdetl.nfectados
910 UTp prueba ntestino Cabeza
medio
rDEN4 4,3 27 70 25
rDEN4-4891 4,4 23 74 13
rDEN4-4995 4,8 20 80 50
rDEN4-7153 4,8 20 80 30
rDEN4-7546 4,6 20 55 10
rDEN4-7162 5,0 20 55 25
rDEN4-7163 4,9 15 73 72
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Virus Aedes aegypti (infeccion oral)

Dosis® (log1o ufp) N.° sometido a | % de infectados”
rDEN4-7182 5,0 20 20 0
rDEN4-7630 4,3 10 70 10

@ Titulo de virus ingerido, suponiendo 2 ul de harina de sangre.

b Porcentaje de mosquitos con antigeno detectable por IFA en tejido del intestino medio o la
cabeza preparado 21 dias tras la infeccion oral.

EJEMPLO COMPARATIVO 2
Generacion y caracterizacion de un virus DEN1 recombinante que contiene la mutaciéon A30

En primer lugar, los presentes inventores buscaron determinar si la mutacién A30 podia atenuar satisfactoriamente
un virus DEN de tipo silvestre distinto del serotipo DEN4. Para hacer esto, se introdujo la mutacién A30 en el ADNc
de DEN1 (Pacifico occidental). Se digirié el clon de ADNc pRS424DEN1WP (Puri, B. et al. 2000 Virus Genes 20:57-
63) con BamHI y se usé como molde en una PCR usando polimerasa Pfu con el cebador directo 30 (nt 10515-10561
y 10592-10607 de DEN1) y el cebador de secuenciacion inverso M13 (101 nt mas alla del extremo 3’ de la
secuencia del genoma de DEN1). El producto de PCR resultante tenia 292 pb y contenia la mutacion A30. Se digirié
parcialmente el ADNc de pRS424DEN1WP con Apa |, luego se digirié hasta el final con Sac Il y se aisl6 el vector en
gel, se mezclé con el producto de PCR y se uso para transformar la cepa de levadura YPH857 para producir
crecimiento sobre placas que carecen de triptéfano (Polo, S. et al. 1997 J Virol 71:5366-74). Se confirmaron colonias
de levaduras positivas mediante PCR y analisis con enzimas de restriccion. Se usé ADN aislado de dos colonias de
levaduras independientes para transformar la cepa STBL2 de E. coli. Se preparé ADN de plasmido adecuado para
generar transcritos de ARN y se verifico la presencia de la mutacién A30 mediante analisis de secuencia.

Para la transcripcion y generacion de virus, se usé ADNc (designado pRS424DEN1A30) que se linealizd con Sac Il
como molde en una reaccién de transcripcion usando ARN polimerasa SP6 tal como se describio (Polo, S. et al.
1997 J Virol 71:5366-74). Se introdujeron por electroporacion reacciones de transcripcion en células LLC-MK2 y se
confirmé la infeccion mediante observacion del CPE e inmunofluorescencia y se recogieron en el dia 14. Se
amplificaron reservas de virus en células de mosquito C6/36 y se titularon en células LLC-MK2. Se secuencio el
genoma del virus resultante, rDEN1A30, para confirmar la presencia de la mutacién A30. La mutacion A30 elimina
los nucledtidos 10562-10591 de DEN1 (figura 2B, C), que corresponde a la TL2 de DEN1. El virus se replica de
manera eficaz en cultivo de células Vero a titulos de 6,5 logiy UFP/mI, lo que indica que la mutacién A30 es
compatible con un crecimiento eficaz de DEN1 en cultivo celular, una propiedad esencial para la fabricacion de la
vacuna. Usando técnicas similares, se generé un virus original rDEN1. Se identificaron mutaciones imprevistas que
surgieron del pase del virus en cultivo tisular tanto en rDEN1 como rDEN1A30 usando analisis de secuencia y se
indican en la tabla 15. Se derivé un virus rDEN1A30 adicional mediante transfeccion y amplificacion en células Vero.
Aunque este virus no se evalud en los estudios descritos a continuacién, su analisis de secuencias se incluye en la
tabla 15. A continuacién se examinaron las propiedades de rDEN1A30 como vacuna in vivo.

Tabla 15. Mutaciones de cambio de sentido presentes entre los virus DEN1 recombinantes y correlacion de
mutaciones de la regién NS4B con las encontradas en DEN4

Tipo de . .

célula de Posicion de gsm:é? de Posicion de g;ri?‘t::_o de

transfec- nucleétido tidos aminoacido acidos
Virus cion Gen
DEN1 d prM 816 CcC>U 241 Ala > Val
r e
tipo LLC-MK2 NS4B | 71652 U>G 2357 Phe > Leu
natural 5

NS4B | 7173 u>C 2360 Val > Ala

rDEN1A30 | LLC-MK2 E 1748 A>U 552 Thr > Ser
rDEN1A30 | Vero E 1545 A>G 484 Lys > Arg

@ Mismo nucleétido que 7154 en rDENA4.
® Mismo nucledtido que 7162 en rDEN4

* Comparacion de nucleétidos y aminoacidos de la region NS4B seleccionada:
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7 7 7 7 7 7

DEN4 1 v 8 g i 1 1 1

base 3 4 5 6 7 8
Numero: 890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567
++ ++  + +E+E+ F + + o+ o+ ++++++++ A+

D4 7128- CCAACAACCUUGACAGCAUCCUUAGUCAUGCUUUUAGUCCAUUAUGCAAUAAUAGGCCCA
P T TDLTA ATSTULVMZLTILVYV HTA ATITITG P

D1 7139- CCGCUGACGCUGACAGCGGCGGUAUUUAUGCUAGUGGCUCATUAUGCCAUAAUUGGACCE
P L T L TAA AVU PMTLVYVAZSHBTA ATITITG?P

D2 7135- CCUAUAACCCUCACAGCGGCUCUUCUUUUAUUGGUAGCACAUUAUGCCAUCAUAGGACCG
P I TL TAATZLTULTLTZLVYVA AU EHTA ATITIGT?P

D3 7130- CCACUAACUCUCACAGCGGCAGUUCUCCUGCUAGUCACGCAUUAUGCUAUUAUAGGUCCA
P L TLTAA AV VU LULULVYVTH HTA ATITITG P
+ + + + + + + + + + + + +

D4 = rDEN4
D1 = rDEN1(WP)

D2 = tDEN2(Tonga/74)
D3 = tDEN3(Sleman/78)

+Homologia entre los cuatro serotipos
Los nucledtidos estan subrayados en multiplos pares de 10.

Se realizé la evaluacion de la replicacion, inmunogenicidad y eficacia protectora de rDEN1A30 y el virus rDEN1
original de tipo silvestre (derivado del ADNc de pRS424DEN1WP) en monos rhesus juveniles tal como sigue. Se
inyectaron por via subcutanea a monos seronegativos para el virus del dengue 5,0 logig UFP de virus en una dosis
de 1 ml dividida entre dos inyecciones en cada lado de la zona del hombro superior. Se observaron los monos
diariamente y se recogio sangre en los dias 0 - 10 y 28 y se almacend el suero a -70°C. Se determiné el titulo de
virus en muestras de suero mediante ensayo de placas en células Vero tal como se describié anteriormente (Durbin,
A.P. et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13). Se determinaron los titulos de neutralizacion por reduccion de
placas para las muestras de suero del dia 28 tal como se describié anteriormente (Durbin, A.P. et al. 2001 Am J Trop
Med Hyg 65:405-13). Se expusieron todos los monos en el dia 28 a una unica dosis de 5,0 logio UFP de rDEN1 de
tipo natural y se recogié sangre durante 10 dias. Se determind el titulo de virus en sueros tras la exposicion
mediante ensayo de placas en células Vero. Los monos a los que se les inoculé rDEN1 de tipo natural de longitud
completa fueron virémicos durante 2 - 3 dias con un titulo de pico medio de 2,1 logioc UFP/ml (tabla 16), y los monos
a los que se les inoculé rDEN1A30 fueron virémicos durante menos de 1 dia con un titulo de pico medio de 0,8 log1o
UFP/mlI, lo que indica que la mutacién A30 puede atenuar DEN1. Tal como se esperaba para un virus atenuado, la
respuesta inmunitaria, tal como se midié6 mediante el titulo de anticuerpos neutralizantes, era inferior tras la
inoculacion con rDEN1A30 en comparacion con la inoculacion con rDEN1 de tipo silvestre (tabla 16), aunque
suficientemente alta para proteger a los animales frente a la exposicion con el virus DEN1 de tipo silvestre. No se
detecté rDEN1 de tipo silvestre en ninguna muestra de suero recogida tras la exposicion al virus, lo que indica que
los monos estaban completamente protegidos tras la inmunizacién con o bien rDEN1 de tipo silvestre de longitud
completa o bien el virus recombinante rDEN1A30. El nivel de atenuacion especificado por la mutaciéon A30 era
comparable en los antecedentes genéticos tanto de DEN1 como de DEN4 (figura 5).

Tabla 16. La mutacién A30 atentia rDEN1 para monos Rhesus

N.° medio de . . .| Titulo de | Titulo pico
N : Titulo pico medio . L . . X
Virus n dias con neutrali-zacion | medio del virus
. . (log1o ufp/ml) . L.
viremia medio de exposicion
rDEN1 4 2,8 2,1 1230 <0,7
rDEN1A30 4 0,5 0,8 780 <0,7

* Se inocularon a monos rhesus por via subcutanea 5,0 logio UFP de virus. Se recogieron
muestras de suero diariamente durante 10 dias. Se recogi6 suero para el ensayo de
neutralizacién en el dia 28. Todos los monos se expusieron en el dia 28 a 5,0 logio UFP de
rDENA1.

Tal como se documenté anteriormente, el virus rDEN4 se replicé a mas de 6,0 logio UFP/ml de suero en ratones
SCID-HuH-7, mientras que la replicacion del virus rDEN4 que porta la mutacion A30 se redujo en aproximadamente
10 veces (Blaney, J.E. Jr. et al. 2002 Virology 300:125-139). Se comparé la replicaciéon de rDEN1A30 con la de
rDEN1 de tipo silvestre en ratones SCID-HuH-7 (tabla 17). rDEN1A30 se replicé a un nivel de aproximadamente 100
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veces menos que su original rDEN1 de tipo silvestre. Este resultado valida adicionalmente el uso del modelo de
ratén SCID-HuH-7 para la evaluacion de cepas atenuadas de virus DEN, con resultados que se correlacionan
estrechamente con los observados en monos rhesus.

Tabla 17. La mutacion A30 atenda rDEN1 para ratones HuH-7-SCID

Virus N.° de ratones’® Titulo de virus pico medio® (log10 ufp/ml + EE)
rDEN1 de tipo 9 73402

natural

rDEN1A30 8 50+0,3

® Se inocularon a grupos de ratones HuH-7-SCID directamente en el tumor 4,0 logio ufp de
virus. Se recogio suero en el dia 6 y 7, se determind el titulo de virus mediante ensayo de
Elacas en células Vero.

Se encontré diferencia significativa entre los virus rDEN1 y rDEN1A30, prueba de Tukey-
Kramer (P< 0,005).

Finalmente, se evalud la infectividad de rDEN1 y rDEN1A30 para mosquitos, usando los métodos descritos en
detalle en el ejemplo de referencia 5. Previamente, se mostré que la mutacion A30 disminuia la capacidad de rDEN4
para cruzar la barrera del intestino medio del mosquito y establecer una infeccién de las glandulas salivales (Troyer,
J.M. et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:414-419). Sin embargo, ni rDEN1 ni rDEN1A30 pudieron infectar el intestino
medio de mosquitos Aedes aegypti eficazmente por medio de una harina de sangre artificial (tabla 18), de modo que
no era posible determinar si A30 podria bloquear adicionalmente la infeccion de glandulas salivales. Un estudio
previo también mostré que la A30 no tenia ningun efecto sobre la infectividad rDEN4 para mosquitos Toxorhynchites
splendens infectados por medio de inoculacion intratoracica (Troyer, J.M. et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:414-
419), y se observé un patron similar para rDEN1 y rDEN1A30 (tabla 18). La base genética para la incapacidad de
rDEN1 para infectar el intestino medio del mosquito no se ha definido en este momento. Sin embargo, esta
importante propiedad de infectividad restringida para el intestino medio del mosquito es sumamente deseable en un
candidato a vacuna puesto que serviria para restringir en gran medida la transmisién del virus de vacuna desde un
vacunado hasta un vector de mosquito.

Tabla 18. Los virus DEN1 y DEN1A30 son ambos sumamente infecciosos para Toxorhynchites splendens, pero no
infectan Aedes aegypti eficazmente

Toxorhynchites splendens | Aedes aegypti (infeccion oral)
(inoculacién intratoracica)
Dosis® | N.° % de Dosis® | N.° % de infectados®
(log1o sometido | .° b (log1o sometido | Intestino
Virus | ufp) a prueba Infectados ufp) a prueba | medio Cabeza
3,5 7 100 4,0 26 0
25 8 75
rDEN1 | 1,5 7 71
0,5 5 60 11
DMISO < 0!5 DM|50 2 4,4
2,7 8 100 3,2 20 10 0
rDEN1 | 1,7 7 100 DMIs, = 3,6
A30 0,7 6 83
DMIso < 0,7

@ Cantidad de virus presente en un inéculo de 0,22 pl.

b Porcentaje de mosquitos con antigeno detectable por IFA en tejido de cabeza preparado 14
dias tras la inoculacion.

¢ Titulo de virus ingerido, suponiendo una harina de sangre de 2 p.

d Porcentaje de mosquitos con antigeno detectable por IFA en tejido de cabeza o intestino medio
preparado 21 dias tras la infeccién oral. Cuando se detecté infeccidn por virus, pero no superaba
una frecuencia del 50% a la dosis mas alta de virus ingerido, se estimo la DMIsy suponiendo que
un virus concentrado 10 veces mas infectaria al 100% de los mosquitos.

Por tanto, la mutacién A30, descrita por primera vez en DEN4, se transfirié satisfactoriamente a rDEN1. Se demostrd
que el virus resultante, rDEN1A30, estaba atenuado en monos y ratones SCID-HuH-7 a niveles similares al virus
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recombinante rDEN4A30, estableciendo de ese modo la conservacion del fenotipo de atenuacion especificado por la
mutacion A30 en un antecedente de virus DEN diferente. Basandose en los resultados favorables de rDEN4A30 en
ensayos clinicos recientes (Durbin, A.P. et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13), se pronostica que rDEN1A30
estara adecuadamente atenuado en seres humanos. Para completar la vacuna tetravalente, se contempla preparar
virus recombinantes rDEN2 y rDEN3 atenuados que portan la mutaciéon A30 (véanse los ejemplos 3 y 4 mas
adelante). La demostracion de que la mutacién A30 especifica un fenotipo que puede transportarse a otro serotipo
de DEN tiene importantes implicaciones para el desarrollo de la vacuna tetravalente. Esto indica que se espera que
la mutacion A30 tenga un efecto correspondiente sobre los virus de tipo natural DEN2 y DEN3.

EJEMPLO COMPARATIVO 3
Generacion y caracterizacion de un virus DEN2 recombinante que contiene la mutaciéon A30

La evaluacién de rDEN1A30 mostré que estaba atenuado de manera satisfactoria. Basandose en este resultado, se
busco extender esta tecnologia a la creacién de un candidato a vacuna contra DEN2. Para hacer esto, se introdujo
la mutacion A30 en el ADNc de DEN2. Se eligio un virus DEN2 aislado de una epidemia de dengue de 1974 en el
Reino de Tonga (Tonga/74) (Gubler, D. J. et al. 1978 Am J Trop Med Hyg 27:581-589) para representar DEN2 de
tipo silvestre. Se secuencié el genoma de DEN2 (Tonga/74) en su totalidad y sirvi6 como secuencia consenso para
la construccién de un clon de ADNc de longitud completa (apéndice 1). Se generaron fragmentos de ADNc de DEN2
(Tonga/74) mediante transcripcion inversa del genoma tal como se indica en la figura 6A. Se subcloné cada
fragmento en un vector de plasmido y se secuencid para verificar que correspondia con la secuencia consenso tal
como se determind para el virus. Esto produjo siete fragmentos de ADNc clonados que abarcaban el genoma. Se
modificaron los fragmentos clonados tal como sigue: el fragmento X, que representa el extremo 5’ del genoma, se
puso colindante al promotor de SP6; se modificd el fragmento L para que contuviese un sitio de restriccion Spel
silencioso en la traduccion en el nucleétido genémico 2353; se modifico el fragmento R para que contuviese un sitio
de restriccion Spel silencioso en la traduccion en el nucleétido genémico 2353, y para estabilizar el clon de longitud
completa final, se crearon dos mutaciones silenciosas en la traduccion adicionales en los nucleétidos 2362 - 2364 y
2397 para garantizar que estuviesen presentes codones de terminacion de la traduccion en todos los marcos de
lectura distintos del usado para sintetizar la poliproteina del virus; se modificé el fragmento A en el nucleétido 3582
para suprimir un sitio de restriccion Spel que se produce de manera natural y en el nucleé6tido 4497 para suprimir un
sitio de restriccion Kpnl que se produce de manera natural; se modificé el fragmento C en el nucledtido 9374 para
suprimir un sitio de restriccion Kpnl que se produce de manera natural; y el fragmento Y, que representaba el
extremo 3’ del genoma, se puso colindante al sitio de restriccién Kpnl. Se afiadié cada fragmento progresivamente
entre los sitios de restriccion Ascl y Kpnl del clon p4 de ADNc de DEN4 (Durbin, A.P. et al. 2001 Am J Trop Med Hyg
65:405-13) para generar un clon de ADNc de DEN2 de longitud completa (p2) con el mismo antecedente de vector
usado satisfactoriamente para generar rDEN4 y rDEN4A30. Se secuencio6 el clon p2 de ADNc para confirmar que la
region gendmica del virus correspondia con la secuencia consenso de DEN2 (Tonga/74), con la excepcion de las
modificaciones silenciosas en la traduccién indicadas anteriormente. Se introdujo la mutacién A30 en el fragmento Y
para generar el fragmento YA30. Para crear p2A30, se sustituyd la region del fragmento Y de p2 por el fragmento
YA3O0 (figura 6A, B).

Para la transcripcion y generacion de virus infecciosos, se linealizd ADNc (p2 y p2A30) con Acc65I (isoesquizomero
de Kpnl que se escinde dejando solo un unico nucledtido en 3') y se usé como molde en una reaccion de
transcripcion usando ARN polimerasa SP6 tal como se describié anteriormente (Blaney, J. E. et al. 2002 Virology
300:125-139). Se introdujeron transcritos en células Vero o células de mosquito C6/36 usando transfeccion mediada
por liposomas y se recogieron sobrenadantes de cultivo celular en el dia 7.

Se recupero6 virus rDEN2 del ADNc de p2 tanto en células Vero como C6/36, mientras que se recuperd rDEN2A30
del clon de ADNc p2A30 solo en células C6/36 (tabla 19). El nivel de virus infeccioso recuperado en células C6/36
era comparable para los clones de ADNc p2 y p2A30 cuando se sometieron a ensayo mediante titulacion de placas
e inmunotincién en células Vero o C6/36. Tal como se observd anteriormente, la eficacia de la transfeccién en
células C6/36 fue superior a la de células Vero. Se recuperaron dos virus rDEN2A30 a partir de clones de ADNc
independientes, n.° 2 y n.° 10.

Tabla 19. Se recupera virus rDEN2 en células Vero y C6/36, pero se recupera virus rDEN2A30 solo en células C6/36

Titulo de virus de la cosecha
Tipo de célula | Constructo de tl"ansfeccic')n . (dia  7)
de transfeccién | de ADNc Clon Virus determinado en el tipo celular
indicado (log1o UFP/ml)
Células Vero Células C6/36
p2 N.° 8A rDEN2 3,1 4,3
Células Vero p2A30 N.°c2 rDEN2A30 <0,7 <0,7
p2A30 N.°10 rDEN2A30 <0,7 <0,7
p2 N.° 8A rDEN2 55 7,5
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Titulo de virus de la cosecha
Tipo de célula | Constructo Clon Virus de transfeccion (dia 7)
de transfeccion | de ADNc determinado en el tipo celular
indicado (log1o UFP/ml)
Células C6/36 p2A30 N.° 2 rDEN2A30 4.8 7,6
p2A30 N.°10 rDEN2A30 4,6 7,5

Para producir reservas de trabajo de virus rDEN2 y rDEN2A30, se pasaron las cosechas de transfeccion y se
diluyeron terminalmente en células Vero, y se determinaron las secuencias gendmicas de los virus. Se diluyd
terminalmente la cosecha de transfeccion en células Vero de virus rDEN2 usa vez en células Vero, y se pasaron
clones de virus individuales una vez en células Vero. Para evaluar si estaba presente cualquier mutacién de
adaptacion a células Vero homoéloga identificada en la regiéon NS4B 7100-7200 de rDEN4 en estos clones de virus,
se secuenciaron siete clones diluidos terminalmente independientes a lo largo de esta regidon. Cada uno de los siete
virus rDEN2 contenia una sustitucién de un Unico nucleétido en esta region en el nucleétido 7169 (U > C) dando
como resultado un cambio de aminoacidos Val > Ala. Este nucleétido corresponde a la mutacion 7162 identificada
en rDEN4 (Blaney, J. E. et al. 2002 Virology 300:125-139), que tiene un fenotipo de adaptacion a células Vero
conocido que sugiere que esta mutacion puede conferir un fenotipo de potenciacion de la replicacion en virus
rDEN2. Se secuencié completamente un clon de virus rDEN2 y ademas de la mutaciéon 7169, se encontré una
mutacion de cambio de sentido (Glu > Ala) en NS5 en el resto 3051 (tabla 20).

Tabla 20. Mutaciones de cambio de sentido que se acumulan en virus rDEN2 y rDEN2A30 tras la transfeccion o el
pase en células Vero

Virus Gen Posicion de | Sustitucion de | Posicion de | Cambio de
nucleétido nucleétidos aminoacido® aminoacidos
rDEN2° NS4B | 7169° u>cC 2358 Val > Ala
(Vero) NS5 9248 A>C 3051 Glu > Ala
d
rDEN2A30 NS3 | 4946 A>G 1617 Lys > Arg
(Vero) NS4B | 7169° usc 2358 Val > Ala

@ Posicion de aminoéacido en la poliproteina de DEN2 que comienza con el resto de metionina de
la proteina C (nucleétidos 97-99) como posicion 1.

® Se recupero virus en células Vero y se diluyé terminalmente una vez en células Vero. Se
prepard reserva de virus en células Vero.

¢ Misma posicién de nucleétido que 7162 en rDEN4.

4 Se recupero virus en células C6/36 y se paso tres veces en células Vero. Entonces se diluyé
terminalmente el virus y se prepard una reserva en células Vero.

Debido a que los virus tanto rDEN2 como rDEN2A30 que se hicieron crecer en células Vero adquirieron la misma
mutaciéon en el nucledtido 7169, que corresponde a la mutacion de adaptacién de células Vero identificada
anteriormente en rDEN4 en el nucleétido 7162, se pensé que esta mutacién estaba asociada con adaptacion al
crecimiento de rDEN2 y rDEN2A30 en células Vero. En prevision de que la mutacion 7169 pueda permitir que
rDEN2A30 se recupere directamente en células Vero, se introdujo la mutacién en el plasmido de ADNc de
rDEN2A30 para crear p2A30-7169. Se sintetizaron transcritos a partir de p2A30-7169, asi como se introdujeron p2 y
p2A30 en células Vero o células de mosquito C6/36 usando transfeccion mediada por liposomas tal como se
describié anteriormente. Se recuperé virus rDEN2A30-7169 a partir del ADNc de p2A30-7169 tanto en células Vero
como C6/36, mientras que se recupero rDEN2A30 a partir del clon de ADNc p2A30 solo en células C6/36 (tabla 21).
La mutacién 7169 es tanto necesaria como suficiente para la recuperacion de rDEN2A30 en células Vero.

Tabla 21. El virus rDEN2A30-7169 que contiene la mutacién de adaptacion a células Vero 7169 se recupera tanto en
células Vero como C6/36

Titulo de virus de la

cosecha de
Tipo de célula | Construccion Clon Virus transfeccion (dia 14)
de transfeccion de ADNc determinado en

células C6/36
(logio UFP/mI)

p2 N.° 8A rDEN2 6,8
Células Vero p2A30 N.°c2 rDEN2A30 <0,7
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Titulo de virus de la

cosecha de
Tipo de célula | Construccion Clon Virus transfeccion (dia 14)
de transfeccion de ADNc determinado en

células C6/36
(log1o UFP/mI)

p2A30-7169° N.° 37 rDEN2A30-7169 51

p2 N.° 8A rDEN2 6,9

Células C6/36 p2A30 N.° 2 rDEN2A30 71

p2A30-7169 N.° 37 rDEN2A30-7169 7,2

? El nucleétido 7169 en rDEN2 corresponde al nucleétido 7162 en rDEN4 que se ha mostrado
que esta asociado con adaptacién al crecimiento en células Vero.

Para evaluar inicialmente la capacidad de la mutacién A30 para atenuar el virus rDEN2 en un modelo animal, se
evaluo la replicacion de los virus DEN2 (Tonga/74), rDEN2 y rDEN2A30 en ratones SCID-HuH-7. Previamente, se
habia demostrado que la atenuacién de los candidatos a vacuna en ratones SCID-HuH-7 era predictiva de la
atenuacion en el modelo de infeccion de mono rhesus (ejemplos 1y 2). Se recuperaron los virus recombinantes
sometidos a prueba en este experimento en células C6/36. El aislado de virus DEN2 Tonga/74, rDEN2, y dos virus
rDEN2A30 independientes, (clones 20A y 21A) que se derivaron de dos clones de ADNc p2A30 independientes, se
diluyeron terminalmente dos veces en células C6/36 antes de la produccion de una reserva de trabajo en células
C6/36. Estos virus no deben contener ninguna mutacion de adaptacion a células Vero. El virus DEN2 Tonga/74 se
replicé a un titulo de virus medio de 6,2 log1p UFP/ml en el suero de ratones SCID-HuH-7, y el virus rDEN2 se replicé
a un nivel similar, 5,6 logio UFP/mI (tabla 22). Ambos virus rDEN2A30 estaban restringidos mas de 100 veces en su
replicaciéon en comparacién con el virus rDEN2. Estos resultados indican que la mutacién A30 tiene un efecto
atenuante sobre la replicacion del virus rDEN2 similar al observado para los virus rDEN4 y rDEN1.

Tabla 22. La mutacién A30 restringe la replicacion del virus rDEN2 en ratones SCID-HuH-7

. N.° de | Titulo de virus medio + EE Reduccmr) en unidades
Virus a logio media con respecto al
ratones (log1oc UFP/mI de suero) - b
valor para el tipo natural
DEN2 (Tonga/74) | 8 6,2+0,3 -
rDEN2 9 56+0,2 -
rDEN2A30  (clon
20A) 9 3,1+£0,2 2,5
rDEN2A30 (clon
21A) 9 29+0,3 2,7

? Se inocularon a grupos de ratones SCID-HuH-7 directamente en el tumor 10* UFP de virus que
se hicieron creer en células C6/36. Se recogio suero en el dia 7 y se tituld en células C6/36.

b Comparacion de los titulos de virus medios de ratones inoculados con virus mutante y control de
rDEN2 simultaneo.

También se determind la replicacion del virus DEN2 en ratones SCID-HuH-7 usando DEN2 (Tonga/74), rDEN2 y
rDEN2A30 que se pasaron en células Vero (véase la tabla 20, notas al pie b y d). Tanto rDEN2 como rDEN2A30
habian adquirido una mutacién en NS4B, nucleétido 7169, que correspondia a la mutacién 7162 identificada en
rDEN4 como mutacién de adaptacion a células Vero. En presencia de la mutacion 7169, la mutacion A30 redujo la
replicacion de rDEN2A30 en 1,0 logio UFP/mI (tabla 23). Previamente, usando virus que se hicieron crecer en
células C6/36 y que carecian de la mutacion 7169, la mutacion A30 redujo la replicacion de rDEN2A30 en
aproximadamente 2,5 logio UFP/mI (tabla 22). Estos resultados indican que la adaptacion al crecimiento en células
Vero en DEN2 también puede conferir una ligera ventaja de crecimiento en células de higado HuH-7. No obstante, la
atenuacion conferida por la mutacién A30 todavia puede apreciarse en estos virus adaptados al crecimiento en
células Vero.

Tabla 23. La mutacién A30 restringe la replicacion del virus rDEN2 adaptado a células Vero en ratones SCID-HuH-7

. N.° de Titulo de virus medio + EE | Reduccion en unidades logqo
Virus a media con respecto al valor
ratones (log1oc UFP/mI de suero) - b
para el tipo natural

DEN2

(Tongal74) 6 59%0.3 )
rDEN2 7 59+0,2 -

rDEN2A30 9 49+0,3 1,0
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Reduccion en unidades log1o
media con respecto al valor
para el tipo natural®
? Se inocularon a grupos de ratones SCID-HuH-7 directamente en el tumor 10* UFP de virus. Se

recogio suero en el dia 7 y se titulé en células C6/36.
b Comparacion de los titulos de virus medios de ratones inoculados con control de rDEN2 y
rDEN2A30.

N.° de Titulo de virus medio + EE

Virus ratones (log1o UFP/ml de suero)®

Se realiz6 la evaluacion de la replicacion, inmunogenicidad y eficacia protectora de virus rDEN2A30 y rDENZ2 original
de tipo silvestre en monos rhesus juveniles tal como sigue. Se inyectaron por via por via subcutdnea a monos
seronegativos para el virus del dengue 5,0 log1o UFP de virus en una dosis de 1 ml dividida entre dos inyecciones en
cada lado de la zona del hombro superior. Se observaron los monos diariamente y se recogié sangre en los dias O -
10 y 28 y se almacend el suero a -70°C. Se pasaron los virus usados en este experimento en células Vero, y los
virus recombinantes contenian las mutaciones mostradas en la tabla 20 (véanse las notas al pie b y d). Se determiné
el titulo de virus en muestras de suero mediante ensayo de placas en células Vero tal como se describid
anteriormente (Durbin, A.P. et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13). Se determinaron los titulos de neutralizacion
por reduccioén de placas para las muestras de suero del dia 28 tal como se describié anteriormente (Durbin, A.P. et
al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13). Se expusieron todos los monos en el dia 28 a una Unica dosis de 5,0 log1o
UFP de DEN2 de tipo natural (Tonga/74) y se recogi6 sangre durante 10 dias. Se determino el titulo de virus en
sueros tras la exposicion mediante ensayo de placas en células Vero. Los monos a los que se les inocul6 DEN2 de
tipo natural (Tonga/74) o rDEN2 fueron virémicos durante 4-5 dias con un titulo pico medio de 2,1 o 1,9 log1o
UFP/ml, respectivamente.

Los monos a los que se les inoculé rDEN2A30 fueron virémicos durante 2 - 3 dias con un titulo de pico medio de 1,7
logio UFP/mI (tabla 24, figura 7), lo que indica que la mutacién A30 puede atenuar DEN2, aunque no al mismo bajo
nivel observado en rDEN1A30 (tabla 16). Tal como se esperaba para un virus atenuado, la respuesta inmunitaria, tal
como se midié6 mediante el titulo de anticuerpos neutralizantes, era inferior tras la inoculacién con rDEN2A30 en
comparacion con la inoculacion con DEN2 de tipo natural (Tonga/74) o rDEN2 (tabla 24), aunque suficientemente
alta para proteger a los animales frente a la exposiciéon al virus DEN2 de tipo natural (tabla 25). Por tanto, la
disminucion del nimero de dias de viremia para rDEN2A30, la disminucion del titulo pico medio y la disminucion de
la respuesta de anticuerpos séricos indica que la mutaciéon A30 atenta rDEN2 para monos rhesus.

Tabla 24. rDEN2A30 esta ligeramente mas atenuado para monos rhesus que rDEN2

Titulo de
anticuerpos
N.° de N.° medio de | Titulo de virus neutralizantes
Virus® N.° de monos dias pico medio séricos, media
monos con virémicos (log1o UFP/mI % geqme?rzlca
viremia por mono” EE) (dilucién
reciproca)
Dia 0 Dia 28
simulado 2 0 0 <0,7 <10 <10
DEN2 4 4 4,5 21+£0,3 <10 311
(Tonga/74)
rDEN2 4 4 4,0 1,9+0,1 <10 173
(Vero)
rDEN2A30 4 4 2,8 1,7+£0,2 <10 91
(Vero)

@ Se inocularon a grupos de monos rhesus por via subcutanea con 10° UFP del virus indicado en
una dosis de 1 ml. Se recogi6 suero en los dias de 0 a 6, 8, 10, 12 y 28. Se determind el titulo de
virus mediante ensayo de placas en células Vero.

® No se detecté viremia en ningtin mono tras el dia 8.
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Tabla 25. rDEN2A30 protege a monos rhesus frente a la exposicion al virus DEN2 de tipo natural

N.° medio de dias Titulo de anticuerpos
virémicos por Titulo de virus neutralizantes séricos,
. N.° de mono tras la pico medio media geométrica
Virus monos exposicién a (log1o UFP/mI + (dilucién reciproca)
DEN2 EE) Dia 28 Dia 56
Simulada 4,0 2,1+0,1 <10 338
DEN2 0 <0,7 311 334
(Tongal 74)
ES;’;‘)Z 0 <0,7 173 318
rDEN2A30 0 <07 91 267
(Vero)

& 28 dias tras la inoculacion con los virus indicados, se expusieron los monos por via subcutanea a
10° UFP de DEN2 (Tonga/74) en una dosis de 1 ml. Se recogio suero en los dias de 28 a 34, 36,
38 y 56. Se determiné el titulo de virus mediante ensayo de placas en células Vero.

Se evalud la infectividad de DEN2 (Tonga/74), rDEN2 y rDEN2A30 para mosquitos Aedes aegypti por medio de una
harina de sangre artificial usando los métodos descritos en detalle en el ejemplo de referencia 3. Sin embargo, a
dosis de 3,3 a 3,5 logio UFP ingeridas, ninguno de estos tres virus infectd a ningin mosquito, lo que indica que
DEN2 (Tonga/74) es escasamente infeccioso para Aedes aegypti. Como con rDEN1, queda por definir la base
genética para esta falta de infectividad. La importante propiedad de infectividad restringida para el intestino medio
del mosquito es sumamente deseable en un candidato a vacuna porque serviria para restringir en gran medida la
transmisioén del virus desde un vacunado hasta un vector de mosquito.

Varias mutaciones de cambio de sentido identificadas en rDEN4 han demostrado conferir una replicacién atenuada
en cerebro de ratén lactante y/o ratones SCID-HuH-7 (Blaney, J. E. et al. 2002 Virology 300:125-139; Blaney, J. E. et
al. 2001 J Virol 75:9731-9740). Ademas, se han caracterizado mutaciones de cambio de sentido que potencian las
replicacion de virus rDEN4 en células Vero. La conservacion de secuencia significativa entre los serotipos de virus
DEN proporciona una estrategia mediante la cual se contempla que las mutaciones identificadas en virus rDEN4 se
usen para conferir fenotipos similares en virus rDEN2. Seis mutaciones identificadas en virus rDEN4 que estan en un
sitio conservado en virus rDEN2 van a introducirse en los clones de ADNc p2 y p2A30 (tabla 26). Especificamente,
van a evaluarse dos mutaciones de rDEN4, NS3 4891 y 4995, que confieren fenotipos de adaptacion de células
Vero y replicacion disminuida en cerebro de ratén, una mutacion, NS4B 7182, que confiere un fenotipo de
adaptacion de células Vero, y tres mutaciones, NS1 2650, NS3 5097 y 3-UTR 10634 que confieren replicacion
disminuida en cerebro de ratén y ratones SCID-HuH-7. Se han introducido estas mutaciones en fragmentos
subclonados de los clones de ADNc p2 y p2A30, y se han usado para generar clones de ADNc de longitud completa
mutantes (tabla 26), a partir de los cuales se han recuperado virus en células C6/36 (tabla 27). Se contempla que la
evaluacion de estos virus rDEN2 mutantes determina que tales mutaciones puntuales pueden transportarse a un
serotipo de virus DEN diferente y confiere un fenotipo util similar, tal como se ha demostrado para la mutacién por
delecion A30.
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Tabla 27. Se recuperan virus rDEN2 que contienen mutaciones 5-FU conservadas en células C6/36

Titulo de virus de la cosecha de
Virus (posicion de | Posicion de | transfeccion (dia 7) determinado en
nucleétido en rDEN2) nucleétido en rDEN4 | células C6/36 (logio UFP/mI)
rDEN2-4889 4891 7,6
rDEN2-4993 4995 7,2
rDEN2-7189 7182 3,5
rDEN2-2648 2650 @
rDEN2-5095 5097 @
rDEN2-10698 10634 7,7

@ Todavia no se ha intentado la transfeccion.

EJEMPLO COMPARATIVO 4
Generacion y caracterizacion de un virus DEN3 recombinante que contiene la mutaciéon A30

Debido a que rDEN1A30 se atenué satisfactoriamente, los presentes inventores buscaron extender esta tecnologia a
la creacién de un candidato a vacuna contra DEN3. Para hacer esto, se introdujo la mutacion A30 en el ADNc de
DEN3, de manera similar al método usado para crear rDEN2A30. Se escogio un aislado de virus DEN3 de una
epidemia de dengue de 1978 en la zona rural de Sleman, Indonesia Central (Sleman/78) (Gubler, D. J. et al. 1981
Am J Trop Med Hyg 30:1094-1099) para representar DEN3 de tipo silvestre. Se secuencié el genoma de DEN3
(Sleman/78) en su totalidad y sirvi6 como secuencia consenso para la construccion de un clon de ADNc de longitud
completa (apéndice 2). Se generaron fragmentos de ADNc de DEN3 (Sleman/78) mediante transcripcion inversa del
genoma tal como se indica en la figura 8A. Se subcloné cada fragmento en un vector de plasmido y se secuencid
para verificar que coincidia con la secuencia consenso tal como se determind por el virus. Esto produjo seis
fragmentos de ADNc clonados que abarcaban el genoma. Se modificaron los fragmentos clonados tal como sigue: el
fragmento 5, que representa el extremo 5’ del genoma se puso colindante al promotor de SP6 precedido por un sitio
de restriccion Ascl; se modificd el fragmento 1L para que contuviese un sitio de restriccion Spel silencioso en la
traduccion en el nucledtido gendmico 2345; se modifico el fragmento 1R para que contuviese un sitio de restriccion
Spel silencioso en la traduccion también en el nucledtido gendmico 2345, y para estabilizar el clon de longitud
completa final, se crearon tres mutaciones silenciosas en la traduccion en los nucleétidos 2354 - 2356, 2360 - 2362 y
2399 para garantizar que estaban presentes codones de terminacion de la traduccion en todos los marcos de lectura
distintos de los usados para sintetizar la poliproteina de virus; se modificé el fragmento 3 en el nucleétido 9007 para
suprimir un sitio de restriccion Kpnl que se produce de manera natural; y el fragmento 4, que representa el extremo
3’ del genoma se puso colindante a un sitio de restriccion Kpnl. Se afiadié cada fragmento progresivamente entre los
sitios de restriccion Ascl y Kpnl del clon de ADNc de DEN4 p4 (Durbin, A.P. et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-
13) para generar un clon de ADNc de DEN3 de longitud completa con los mismos antecedentes de vector usados
satisfactoriamente para generar rDEN4 y rDEN2. Sin embargo, no pudo recuperarse un clon estable, de longitud
completa, en E. coli cuando se combinaron los fragmentos 1L y 1R en la misma molécula de ADNc. Para superar
esta inestabilidad, se introdujo un enlazador de ADN sintético (figura 8A) que contenia codones de terminacion
redundantes en cada uno de los marcos de lectura abiertos directos e inversos en el sitio de restriccion Spel al
mismo tiempo que se afiadia el fragmento 1L para completar el constructo de ADNc de longitud completa. El clon p3
resultante que contenia la secuencia de enlazador era estable en E. coli, lo que indica que la secuencia de
enlazador era suficiente para interrumpir cualquier elemento perjudicial que exista en esta region. Se secuencio el
clon p3 de ADNc y se encontré que el genoma del virus coincidia con la secuencia consenso de DEN3 (Sleman/78),
con la excepcion de la secuencia de enlazador y las modificaciones silenciosas en la traduccion indicadas
anteriormente (apéndice 2 — se muestra con la secuencia de enlazador eliminada). Se introdujo la mutacién A30 en
el fragmento 4 para generar el fragmento 4A30. Para crear p3A30, se reemplazé la region del fragmento 4 de p3 por
el fragmento 4A30 (figura 8A, B).

Para la transcripcion y generacion de virus infeccioso, se digirieron los plasmidos de ADNc p3 y p3A30 con Spel y se
volvieron a ligar para eliminar la secuencia de enlazador, se linealizaron con Acc65Il (isoesquizomero de Kpnl que
escinde dejando solo un Unico nucledtido en 3’), y se usaron como moldes en una reaccion de transcripcion usando
ARN polimerasa SP6 tal como se describié anteriormente (Blaney, J. E. etf. al. 2002 Virology 300:125-139). Se
introdujeron transcritos en células Vero o células de mosquito C6/36 usando transfeccion mediada por liposomas y
se recogieron sobrenadantes de cultivo celular en el dia 14.

Se recuperd el virus rDEN3 a partir del ADNc p3 tanto en células Vero como C6/36, mientras que rDEN3A30 se
recupero6 a partir del clon de ADNc p3A30 solo en células C6/36 (tabla 28). El nivel de virus infeccioso recuperado en
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células C6/36 era comparable para los clones de ADNc p3 y p3A30 cuando se sometieron a ensayo mediante
titulacion de placas en células Vero o C6/36. Tal como se observé anteriormente, la eficacia de transfeccién en
células C6/36 era mayor que en células Vero. Se recuperaron dos virus rDEN3A30 a partir de clones de ADNc
independientes, n.° 22 y n.° 41.

Tabla 28. El virus rDENS3 se recupera en células Vero y C6/36, pero el virus rDEN3A30 solo se recupera en células

C6/36.
Titulo de virus de la cosecha
de transfeccion (dia 14)
Tipo de célula C truct determinado en el tipo
de d:ZSDrl‘:l(f ° Clon Virus celular indicado (log1o
transfeccion UFP/ml)
. Células
Células Vero C6/36
p3 n.° 50 rDEN3 5,2 6,3
Células Vero p3A30 n.° 22 rDBN3A30 <0,7 <07
p3A30 n.° 41 rDEN3A30 <07 <07
p3 n.° 50 rDEN3 5,2 6,0
Células C6/36 p3A30 n.° 22 rDEN3A30 59 6,9
p3A30 n.° 41 rDEN3A30 51 7,2

Para producir reservas de trabajo de virus, se pasaran las cosechas de transfeccion y se diluiran terminalmente en
células Vero, y se determinaran las secuencias genoémicas de los virus. Para mejorar el rendimiento de virus en
células Vero, se introdujo la mutacion de adaptacion de células Vero previamente identificada en rDEN4 en el
nucledtido 7162 en la region NS4B homologa de p3 y p3A30 para crear p3-7164 y p3A30-7164. Esta mutacion crea
una sustitucion de Val por Ala en la posicion de aminoacido 2357. Tal como se demuestra para rDEN2A30, esta
mutacion permitia la recuperacion directa del virus en células Vero (tabla 27) y se prevé que tenga el mismo efecto
para rDEN3A30.

Para evaluar inicialmente la capacidad de la mutacién A30 para atenuar el virus rDEN3 en un modelo animal, se
evaluara la replicacion de los virus DEN3 (Sleman/78), rDEN3 y rDEN3A30 en ratones SCID-HuH-7 y monos rhesus.
Previamente, se ha demostrado que la atenuacion de los candidatos a vacuna en ratones SCID-HuH-7 es predictiva
de la atenuacion en el modelo de infeccién de mono rhesus (ejemplos 1 y 2). Se contempla que la evaluaciéon de
estos virus rDEN3 mutantes determine que las mutaciones por delecidon A30 pueden transportarse al serotipo de
virus DEN3 y conferir un fenotipo util similar, tal como se ha demostrado para DEN1, DEN2 y DEN4.

En resumen, la estrategia de introduccién de la mutacién A30 en los virus DEN de tipo natural de cada serotipo para
generar una formulacion de vacuna tetravalente adecuadamente atenuada es un enfoque Unico y atractivo por varios
motivos. En primer lugar, la mutacion responsable de la atenuacion es una delecion de 30 nucleétidos en la 3'-UTR,
garantizando asi que todas las proteinas estructurales y no estructurales expresadas por cada uno de los cuatro
componentes de la vacuna tetravalente son proteinas de tipo silvestre auténticas. Tales proteinas de tipo silvestre
deben provocar una respuesta de anticuerpos que es de base amplia, en lugar de basada Unicamente en las
proteinas M y E que estan presentes en candidatos a vacuna contra el virus del dengue quiméricos (Guirakhoo, F. et
al. 2001 J Virol 75: 7290-304; Huang, C.Y. et al. 2000 J Virol 74:3020-8). Las singularidad de este enfoque deriva del
hecho de que otras vacunas contra el virus del dengue atenuadas vivas tienen mutaciones en sus proteinas
estructurales o no estructurales (Butrapet, S. et al. 2000 J Vitro/ 74:3011-9; Puri, B. et al. 1997 J Gen Virol 78:2287-
91), por tanto la respuesta inmunitaria inducida por estos virus sera frente a una proteina mutante, en lugar de frente
a una proteina de tipo silvestre. En segundo lugar, las mutaciones por delecion son genéticamente mas estables que
las mutaciones puntuales, y la reversion del fenotipo de atenuaciéon es improbable. En seres humanos, DEN4A30
presente en el suero de los vacunados conservaba su mutacion A30, confirmando su estabilidad genética in vivo
(Durbin, A.P. et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13). Las mutaciones atenuantes en otros candidatos a vacuna
de atenuados vivos contra el dengue se basan en mutaciones puntuales menos estables (Butrapet, S. et al. 2000 J
Virol 74:3011-9: Puri, B. et al. 1997 J Gen Virol 78:2287-91). En tercer lugar, puesto que la mutacién A30 es comun a
cada uno de los cuatro virus de la vacuna tetravalente, la recombinacion entre cualquiera de los cuatro serotipos de
vacuna no conduciria a una pérdida de la mutaciéon atenuante o reversion a un fenotipo de tipo silvestre. Se ha
observado recombinacion entre componentes de la vacuna de la polio trivalente (Guillot, S. et al. 2000 J Virol 74:
8434-43), y se han descrito virus del dengue recombinantes que se producen de manera natural (Worobey, M. et al.
1999 PNAS USA 96:7352-7), lo que indica la capacidad de este flavivirus para intercambiar elementos genéticos
entre dos virus diferentes. Claramente, el intercambio de genes se logra facilmente entre diferentes serotipos de
virus DEN usando técnicas de ADNc recombinante (Bray, M. y Lai, C.J. 1991 PNAS USA 88:10342-6). En cuarto
lugar, los virus con proteinas estructurales de tipo natural parecen ser mas infecciosos que los virus con proteinas
estructurales alteradas (Huang, C.Y. et al. 2000 J Virol 74:3020-80). Esto permite el uso de una baja cantidad de
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cada uno de los cuatro componentes de virus en la vacuna final, contribuyendo al bajo coste de fabricacion. La
fabricacion de bajo coste es un elemento esencial para definir la utilidad final de una vacuna contra el virus del
dengue.

EJEMPLO 5
Generacion y caracterizacion de virus DEN2 quiméricos intertipicos que contienen la mutacion A30

Los cuatro serotipos de virus del dengue se definen por respuestas de anticuerpos inducidas por las proteinas
estructurales del virus, principalmente por una respuesta de anticuerpos neutralizantes frente a la proteina de la
envoltura (E). Estas proteinas estructurales incluyen la glucoproteina E, una proteina de membrana (M), y una
proteina de la capsida (C). La particula de virus maduro consiste en una vaina proteica externa bien organizada que
rodea a una membrana de bicapa lipidica y un nucleo de nucleocapsida interna peor definida (Kuhn, R.J. et al. 2002
Cell 108:717-25). La glicoprotina E es el antigeno protector principal e induce facilmente anticuerpos neutralizantes
del virus que confieren proteccion frente a infeccion por virus del dengue. Una vacuna contra el dengue eficaz debe
contener por tanto minimamente la proteina E de los cuatro serotipos, concretamente DEN1, DEN2, DEN3 y DEN4,
induciendo de ese modo amplia inmunidad y descartando la posibilidad de desarrollar las enfermedades mas
graves, FHD/SCD, que se producen en seres humanos durante la infeccion secundaria con un virus del dengue de
tipo silvestre heterotipico. Basandose en una estrategia notificada previamente (Bray, M. y Lai, C.J. 1991 PNAS USA
88:10342-6), se esta usando una tecnologia de ADNc recombinante para desarrollar una vacuna contra el virus del
dengue tetravalente atenuada de un conjunto de virus del dengue quiméricos intertipicos que portan las proteinas
estructurales de cada serotipo.

Tras la identificacion de un virus recombinante DEN4 inmunogénico y adecuadamente atenuado, concretamente
DEN4A30 (Durbin, A.P et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13), se han generado virus quiméricos basandose en
el ADNc de DEN4 en los que los genes C-M-E (CME) o M-E (ME) se han reemplazado por los genes
correspondientes derivados de la cepa de Nueva Guinea C (NGC) de DEN2 prototipica (figura 9A). Para crear los
virus quiméricos de CME, se reemplazo la region Bglll / Xhol del ADNc o bien para rDEN4 o bien para rDEN4A30
por una region similar derivada de DENZ2. Igualmente, para crear los virus quiméricos de ME, se reemplazé la region
Pstl / Xhol del ADNc o bien para rDEN4 o bien para rDEN4A30 por una regiéon homdloga derivada de DEN2. Las
secuencias de nucleétidos y aminoacidos de las uniones resultantes se muestran en la figura 9B. El numero de
registro de GenBank para la secuencia de nucleétidos de rDEN4A30 es AF326837. El numero de registro de
GenBank para DEN2 NGC es M29095, que representa la cepa neurovirulenta de raton de DEN2 NGC y difiere de la
cepa prototipica usada en este caso tal como se documentd previamente (Bray, M. et al. 1998 J Virol 72:1647-51).

Para la transcripcion y generacion de virus, se linealizaron clones de ADNc quiméricos y se usaron como molde en
una reaccion de transcripcion usando ARN polimerasa SP6 tal como se describe (Durbin, A.P et al. 2001 Am J Trop
Med Hyg 65:405-13). Se introdujeron transcritos en células Vero usando transfeccion mediada por liposomas y se
recogio virus del dengue recombinante en el dia 7. Se confirmaron los genomas de los virus resultantes mediante
analisis de secuencia del ARN viral aislado a partir de virus recuperado tal como se describié previamente (Durbin,
A.P et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13). Se identificaron mutaciones imprevistas que surgieron del pase del
virus en cultivo tisular en todos los virus y se enumeran en la tabla 29. Particularmente, cada virus contenia una
mutacion de cambio de sentido en NS4B correspondiente a una mutacion identificada previamente a partir de rDEN4
y asociada con adaptacion a la replicacion en células Vero (véase la tabla 30 para la correlacion de las posiciones
de nucledtido entre rDEN4 y virus quiméricos). Todos los virus se replicaban en células Vero a titulos en exceso de
6,0 log1o UFP/ml, lo que indica que los virus quiméricos, incluso los que contenian la mutaciéon A30, se replican
eficazmente en cultivo celular, una propiedad esencial para la fabricacion de la vacuna.

Tabla 29. Mutaciones de cambio de sentido observadas entre los virus DEN2/4 quiméricos que se hacen crecer en

células Vero
. Posicion de | Cambio de | Posicion de | Cambio de
Virus Gen vt e . L. .,
nucleétido nucledétidos aminoacido aminoacidos

rDEN2/4(CME) NS4B | 7161° A>U 2355 Leu > Phe

M 743 G>A 216 Gly > Glu
rDEN2/4A30
(CME) E 1493 CcC>U 466 Ser > Phe

NS4B | 7544° C>T 2483 Ala > Val

E 1065 Uu>C 322 Phe > Leu
rDEN2/4(ME)

NS4B | 7163° A>U 2354 Leu > Phe
rDEN2/4A30(ME) | NS4B | 7163° A>C 2354 Leu > Phe
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Posicion de | Cambio de | Posicion de | Cambio de

Virus Gen vt e . L. .,
nucleétido nucledétidos aminoacido aminoacidos

aMisma posicion de nucledtido que 7163 en rDEN4.
®Misma posiciéon de nucleétido que 7546 en rDENA4.

Tabla 30. Diferencias de longitud de nucledtidos (nt) para virus quiméricos DEN en comparacion con rDEN4.

) Diferencia de nt con Longitud de aminoacidos
Virus respecto a rDEN4
quimérico | (tras la region de | Inicio del ORF | ¢ M E
rDEN CME) (posicion de nt)
1/4 ME 0 102 113 166 495
1/4 CME +3 102 114 166 495
2/4 ME 0 102 113 166 495
2/4 CME -2 97 114 166 495
3/4 ME -6 102 113 166 493
3/4 CME -3 102 114 166 493
rDEN4 - 102 113 166 495

Los resultados de un estudio de seguridad, inmunogenicidad y eficacia en monos se presentan en la tabla 31. Los
monos a los que se les inoculé DEN2 de tipo natural fueron virémicos durante aproximadamente 5 dias con un titulo
de pico medio de 2,1 logio UFP/mI, mientras que los monos a los que se les inoculd cualquiera de los virus DEN2
quiméricos fueron virémicos durante 1,2 dias o0 menos y tuvieron un titulo de pico medio inferior a 1,0 logio UFP/m.
Esta reduccion en la magnitud y la duracion de la viremia indica claramente que los virus quiméricos que contienen
las proteinas o bien CME o bien de DEN2 estaban mas atenuados que el virus DEN2 NGC original. Ni los animales
que recibieron los virus DEN2 de tipo natural ni los que recibieron virus quiméricos DEN2/4 estaban enfermos. La
disminucion de la replicacién de los virus atenuados en monos va acompafnada por una reduccién en la respuesta
inmunitaria de monos inoculados. Esto se indica en la tabla 31 mediante aproximadamente una reduccién de 5
veces en el nivel de anticuerpos neutralizantes tras la inoculacién con los virus quiméricos en comparacién con los
titulos logrados en animales a los que se les inoculé el virus de tipo natural. La adicién de la mutaciéon A30 al virus
quimérico de CME atenué adicionalmente el virus, de manera que rDEN2/4A30(CME) no se replicaba en monos en
un nivel detectable y no inducia una respuesta inmunitaria detectable. Este virus parecia estar sobreatenuado, y si
se observaran resultados similares en seres humanos, este virus no seria adecuado para su uso como vacuna. Sin
embargo, la adicion de la mutacion A30 al virus quimérico de ME no atenud adicionalmente este virus quimérico y el
virus rDEN2/4A30(ME) resultante parece estar atenuado satisfactoriamente y ser inmunogénico para su uso como
vacuna.

Tabla 31. La quimerizacion entre los tipos 2 y 4 de virus del dengue da como resultado virus recombinantes que
estan atenuados para monos rhesus.

N.° medio de | Titulo de virus ar;rtlit:llz::)‘:)s
Grupo* Virus n dias con pico medio ]
viremia (log1o ufp/ml) neutrahzan?es,
media geométrica
(reciproca)
rDEN2/4
1 (CME) 6 1,2 0,9 50
2 rDEN2/4A30 8 0 <0,7 <5
(CME)
3 rDEN2/4 (ME) | 4 1,0 0,8 76
4 rDEN2/4A30 4 0,3 0,7 62
(ME)
5 DEN2 NGC 6 5,5 2,1 312

* Se inocularon a monos rhesus por via subcutanea 5,0 logio UFP de virus. Se recogieron muestras de
suero diariamente durante 10 dias. Se recogid suero para el ensayo de neutralizacion en el dia 28.
Las muestras de suero obtenidas antes de la inoculacién del virus tenian un titulo de anticuerpos
neutralizantes de <5.
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Tal como se describié en los ejemplos anteriores, los ratones SCID a los que se han trasplantado células HuH-7 son
un modelo sensible para la evaluacion de la atenuacién del virus del dengue. Cada virus DEN2/4 quimérico se
inocul6 en grupos de ratones SCID-HuH-7 y se determinaron los niveles de virus en el suero (tabla 32). Los virus
quiméricos se replicaron hasta niveles entre 20 y 150 veces inferiores que cualquiera de los virus originales (rDEN4
y DEN2-NGC). Los virus quiméricos de CME estaban ligeramente mas atenuados que los virus quiméricos de ME
comparables, proporcionando la mutacién A30 a una reduccion en la replicacion de 0,5 logi. Este nivel de
atenuacion ejercido por la mutacion A30 era similar al observado previamente para rDEN4A30.

Tabla 32. La quimerizacion entre los tipos 2 y 4 del virus del dengue da como resultado virus recombinantes que
estan atenuados para ratones HuH-7-SCID.

. . Titu'lo de virus pico Grupo
Virus N.° de ratones medio (IoEgé(), ufp/ml * estadistico®
rDEN4 32 6,3+0,2 A
DEN2-NGC 9 6,1+0,2 A
rDEN2/4 (CME) 7 4,4+0,3 B
rDEN2/4A30 (CME) 7 39+0,3 B
rDEN2/4 (ME) 6 48+0,5 B
rDEN2/4A30 (ME) 9 4,3+0,2 B

@Se inocularon a grupos de ratones HuH-7-SCID en el tumor 4,0 log1o UFP del virus indicado. Se
recogio suero en el dia 7 y se determino el titulo de virus en células Vero.

®_os titulos pico medios se asignaron a grupos estadisticos usando la prueba de comparaciones
multiples a posteriori de Tukey (P < 0,05). Los grupos con la misma designacion de letra no son
significativamente diferentes.

Para evaluar los niveles de replicacion de cada virus quimérico DEN2/4 en mosquitos, se infectaron
experimentalmente dos géneros diferentes de mosquitos. Se infectaron Aedes aegypti mediante ingestion de una
harina de sangre que contenia virus. Evaluando la presencia de antigeno de virus tanto en tejido de cabeza como de
intestino medio, pudo determinarse la infectividad para los tejidos localizados (intestino medio), y también pudo
medirse la capacidad del virus para diseminarse y replicarse en tejidos mas alla de la barrera del intestino medio
(cabeza). La presencia de virus en la cabeza se ve limitada por la capacidad del virus ingerido para replicarse en el
intestino medio y luego diseminarse hasta las glandulas salivares en la cabeza, asi como la capacidad innata del
virus para replicarse en las glandulas salivares. La inoculacion intratoracica de virus en Toxorhynchites splendens
evita la barrera del intestino medio del mosquito. Los virus originales rDEN4 y DEN2-NGC infectan facilmente Ae.
aegyptiy T. splendens (tabla 33), pareciendo ser DEN2-NGC mucho mas infeccioso en T. splendens. Cada uno de
los virus quiméricos rDEN2/4 se sometié también a prueba en ambos tipos de mosquito. En muchos casos no fue
posible inocular a Ae. aegypti una reserva de virus sin diluir de titulo suficiente para lograr una infeccion detectable
debido a la muy baja infectividad de varios de los virus. No obstante, esta claro que los virus quiméricos rDEN2/4
son menos infecciosos para el intestino medio y la cabeza. Los virus originales rDEN4 y DEN2-NGC, administrados
a una dosis maxima de aproximadamente 4,0 logio UFP, eran detectables en el 74% y el 94% de las preparaciones
de intestino medio, y el 32% y el 71% de las preparaciones de cabeza, respectivamente. Entres los virus quiméricos,
el nivel mas alto de infectividad, tal como se observa para rDEN2/4A30(CME), dio como resultado solo el 26% de
muestras de intestino medio infectadas y el 6% de muestras de cabeza. En el T. splendens mas permisivo, los virus
quiméricos rDEN2/4 fueron generalmente menos infecciosos que cualquier virus original, siendo los virus quiméricos
de CME menos infecciosos que los virus de ME. Previamente se ha notificado para DEN4 que la mutacion A30 no
tiene un efecto apreciable sobre la infectividad de virus en T. splendens similar al observado en este caso para los
virus quiméricos rDEN2/4 (Troyer, J.M. et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65:414-419).

Tabla 33. Los virus quiméricos del dengue 2/4 son menos infecciosos en comparacion con cualquier cepa de virus
parental en mosquitos

Toxorhynchites splendens | Aedes aegypti (infeccion oral)
(inoculacién intratoracica)
Dosis® % de infectados®
log1o N.° Dosis® | N.° I .
sometido | % de | log1o sometido ntes'tlno Cabeza
Virus ufp a prueba infectados” ufp a prueba medio
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Toxorhynchites splendens | Aedes aegypti (infeccion oral)
(inoculacién intratoracica)
Dosis® % de infectados®
logro | N. Dosis® | N.° Intesti
sometido | % de | log1o sometido | " zs N0 | cabeza
Virus ufp a prueba infectados” ufp a prueba medio
rDEN4 3,3 6 83 3,8 38 74 32
2,3 7 57 2,8 15 26 6
1,3 6 0 1,8 20 10 5
DM|50 = 2,2 DM|50 = DM'soZ
3.4
41
DEN2-NGC 2,5 5 100 4,0 17 94 71
1,2 15 93 3,0 25 36 16
0,2 4 75 2,0 30 0 0
0,02 8 38 DMIso= DMiso = 3,6
DMiso = 0,5 3,2
rDEN2/4 (CME) 3,9 9 11 4.4 11 9 0
29 5 0 3,4 10 0 0
DM'soZ 43 DM'soZ NCe
4,9
rDEN2/ 3,5 6 17 4,0 15 26 6
4A30 (CME) 2,5 6 17 3,0 10 0 0
DMIise2 3,9 DMIise2 DMise2 4,5
4,3
rDEN2/4 3,4 6 100 3,9 23 4 0
(ME) 2,4 5 20 DMIse2 Nc
44
1,4 5 0
DM|50 = 2,8
rDEN2/4A30 2,6 11 9 3,1 30 0 0
(ME) DMIse2 3,0 Nc Nc

@ Cantidad de virus presente en 0,22 pl de indculo.

b Porcentaje de mosquitos con antigeno detectable por IFA en tejido de cabeza preparado 14 dias tras la
inoculacion.

¢ Titulo de virus ingerido, suponiendo un una harina de sangre de 2 .

dPorcentaje de mosquitos con antigeno detectable por IFA en tejido de cabeza o intestino medio preparado
21 dias tras la infeccion oral. Cuando se detectd infeccidon por virus, pero no superaba una frecuencia del
50% a la dosis mas alta de virus ingerida, se estimé la DMIso suponiendo que un virus concentrado 10 veces
mas infectaria al 100% de los mosquitos.

°nc = no calculado, puesto que no se detecté antigeno de virus.

La quimerizacion de los genes estructurales de DEN2 con el virus rDEN4A30 dio como resultado un virus,
rDEN2/4A30(CME), que tenia replicacion disminuida en células Vero en comparacion con cualquier virus original.
Para evaluar las mutaciones de adaptacion a células Vero (Blaney, J. E. et al. 2002 Virology 300:125-139) como
medio para aumentar el rendimiento de virus de un candidato a vacuna contra DEN en células Vero, se introdujeron
mutaciones seleccionadas en este virus quimérico. Por consiguiente, se recuperaron virus rDEN2/4A30(CME) que
portaban mutaciones de adaptacion, terminalmente diluidos, y se propagaron en células C6/36 para determinar si
podia aumentarse el rendimiento de virus en células Vero.

Se generaron virus rDEN2/4A30(CME) que portaban mutaciones de adaptacion de células Vero tal como sigue. Se
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cortaron fragmentos de ADN a partir de construcciones de ADNc de rDEN4 que abarcaban mutaciones de
adaptacion a células Vero de DEN4 individuales o dobles y se introdujeron en el clon de ADNc de
rDEN2/4A30(CME). La presencia de la mutacion de adaptacion a células Vero se confirmé mediante analisis de
secuencia, y se transfectaron transcritos de ARN derivados de los clones de ADNc mutantes, se diluyeron
terminalmente y se propagaron en células C6/36.

Para la evaluaciéon de la cinética de crecimiento, se infectaron células Vero con los virus indicados a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,01. Se lavaron monocapas de células confluentes en frascos de cultivo tisular
de 25 cm? por duplicado y se recubrieron con un in6culo de 1 ml que contenia el virus indicado. Tras una incubacion
de dos horas a 37°C, se lavaron las células tres veces en MEM y se afiadieron 5 ml de MEM complementado con
FBS al 2%. Se retiré una alicuota de 1 ml de medio de cultivo tisular, se reemplazé por medio nuevo, y se designo el
punto de tiempo dia 0. A los puntos de tiempo indicados tras la infeccion, se retiraron muestras de 1 ml de medio de
cultivo tisular, se clarificaron mediante centrifugacion y se congelaron a -80°C. El nivel de replicacion del virus se
sometid a ensayo mediante titulacion de placas en células C6/36 y se visualizd mediante tincion con
inmunoperoxidasa. El limite de deteccién era < 0,7 logio UFP/m.

Las propiedades de crecimiento de virus rDEN2/4A30(CME) que portaban mutaciones de adaptacion a células Vero
individuales en NS4B -7153, -7162, -7163, -7182, NS5 -7630 o tres combinaciones de mutaciones se compararon en
células Vero con el virus rDEN2/4A30 (CME) (figura 10). Sin una mutacioén de adaptacion a células Vero introducida,
el rendimiento del virus rDEN2/4A30(CME) tenia un pico a 4,4 log1o UFP/ml. Cada mutaciéon de adaptacion individual
y las mutaciones combinadas conferian un aumento sustancial en la replicacion. Especificamente,
rDEN2/4A30(CME)-7182 creci6 al titulo mas alto de 7,1 logio UFP/ml, lo que era un aumento de 500 veces en el
rendimiento. rDEN2/4A30(CME)-7162 tuvo el rendimiento mas bajo pero aun se aumentd 125 veces con respecto al
nivel de replicacion por el virus rDEN2/4A30(CME). Las introduccion de dos mutaciones de adaptacion en el virus
rDEN2/4A30(CME) no aumenté significativamente el rendimiento de virus con respecto a los virus que portaban
mutaciones de adaptacion a células Vero individuales. El aumento observado de hasta 500 veces en el rendimiento
de virus mediante la introducciéon de una mutacién de adaptacion a células Vero en este candidato a vacuna
quimérica demuestra el valor de identificar y caracterizar secuencias promotoras de la replicacion especificas en
virus DEN.

Estos resultados tienen particular importancia para el desarrollo de una vacuna contra el virus del dengue de
atenuados vivos. En primer lugar, esta claro que la quimerizacion conduce a la atenuacién del virus resultante, tal
como se indica por estudios en monos rhesus, ratones HuH7-SCID y mosquitos. Aunque no se llegé a esta
conclusién en el estudio previo con los virus quiméricos DEN2/DEN4 o DEN1/DEN4 (Bray, M. et al. 1996 J Virol
70:4162-6), el examen cuidadoso de los datos sugeriria que los virus quiméricos estan mas atenuados en monos en
comparacion con los virus originales de tipo silvestre. En segundo lugar, la mutacién A30 puede aumentar
adicionalmente esta atenuacion de una manera dependiente de virus quiméricos. Especificamente, en este ejemplo,
los virus quiméricos que portaban la region CME de DEN2 se sobreatenuaron mediante la adicion de A30, mientras
que el fenotipo de atenuacion de virus quiméricos que portaban solo la regién ME de DEN2 no se alter6 por la
adicion de la mutacion A30. Este hallazgo inesperado indica que en una vacuna tetravalente compuesta por virus de
componentes individuales que portan una mutacién atenuante compartida, tal como la mutacién A30, solo pueden
utilizarse los virus quiméricos de ME puesto que los virus quiméricos de CME que portan la mutacion A30 pueden
sobreatenuarse en monos rhesus y podrian proporcionar solo inmunogenicidad limitada en seres humanos.

EJEMPLO 6
Generacion y caracterizacion de virus DEN3 quiméricos intertipicos que contienen la mutacion A30

Se han generado virus quiméricos a base del ADNc de DEN4 en los que los genes CME o ME se han reemplazado
por los genes correspondientes derivados de DEN3 (Sleman/78), un aislado de virus del brote de dengue de 1978
en la regién de Sleman de Indonesia (Gubler, D.J. et al. 1981 Am J Trop Med Hyg 30:1094-1099) (apéndice 2). Tal
como se describe en el ejemplo 5 para los virus quiméricos DEN2, se generaron virus quiméricos de CME para
DEN3 reemplazando la region Bglll / Xhol del ADNc o bien para rDEN4 o bien para rDEN4A30 por una region similar
derivada de DEN3 (Sleman/78) (figura 11A). Igualmente, para crear los virus quiméricos de ME, se reemplazo la
region Pstl / Xhol del ADNc o bien para rDEN4 o bien para rDEN4A30 por una region similar derivada de DEN3
(Sleman/78). Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de las uniones resultantes se muestran en la figura 11B.
Se confirmaron los genomas de los virus resultantes mediante analisis de secuencia del ARN viral aislado a partir de
virus recuperado tal como des describié previamente (Durbin, A.P et al. 2001 Am J Trop Med Hyg 65: 405-13). Se
identificaron mutaciones imprevistas que surgian del pase de virus en cultivo tisular en todos los virus y se enumeran
en la tabla 34. Particularmente, cada virus contenia una mutaciéon de cambio de sentido en NS4B correspondiente a
una mutacion previamente identificada a partir de rDEN4 y asociada con la adaptacién al crecimiento en células
Vero (véase la tabla 30 para la correlacion de las posiciones de nucleétido entre rDEN4 y virus quiméricos). Todos
los virus se replicaban en células Vero a titulos en exceso de 5,7 logio UFP/mI, lo que indica que los virus
quiméricos, incluso los que contienen la mutacién A30, se replican eficazmente en cultivo celular, una propiedad
esencial para la fabricaciéon de la vacuna.
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Tabla 34. Mutaciones de cambio de sentido observadas entre los virus DEN3/4 quiméricos que se han hecho crecer
en células Vero

. Posicion de [ Cambio de | Posicion de | Cambio de
Virus Gen ot e . L. .,
nucleétido nucledétidos aminoacido aminoacidos
M 825 T>C 242 Phe > Leu
'DEN3/4A30 E 1641 C>T 514 Leu > Phe
(CME) E 2113 A>G 671 Lys > Arg
NS4B | 7159° T>C 2353 Leu > Ser
M 460 A>G 120 Asp > Gly
rDEN3/4(ME) NS4B | 7177° G>U 2359 Gly > Val
NS5 7702 CcC>U 2534 Ser > Phe
E 1432 A>U 444 GIn > Leu
rDEN3/4A30(ME) | NS4B | 7156° Uu>C 2352 Leu > Ser
NS5 8692 A>C 2864 Asn > His

aMisma posicion de nucledtido que 7162 en rDEN4.
®Misma posiciéon de nucleétido que 7183 en rDENA4.

Tal como se describe en los ejemplos anteriores, los ratones SCID con trasplante de células HuH-7 son un modelo
sensible para la evaluacién de la atenuacion del virus del dengue. Se inoculd cada virus DEN3/4 quimérico en
grupos de ratones SCID-HuH-7 y se determinaron los niveles de virus en el suero (tabla 35). Mientras que el virus
quimérico rDEN3/4 (CME) no se atenud, los virus quiméricos restantes se replicaron a niveles entre 40 y 400 veces
inferiores que cualquiera de los virus originales (rDEN4 y DEN3-Sleman/78). En el virus quimérico de CME,
proporcionando la mutacién A30 una extraordinaria reduccion de 2,7 logio en la replicacion. Este nivel de atenuacion
conferido por la mutacion A30 en el virus quimérico de CME era mucho mayor que el observado previamente para
rDEN4A30. El virus rDEN3/4 (ME) tenia una reduccion de la replicacion de 100 veces en comparacion con cualquier
virus original, lo que indica que la quimerizacion de ME era atenuante per se. La adicion de la mutacion A30 a
rDEN3/4 (ME) no dio como resultado una atenuacioén adicional.

Tabla 35. La quimerizacion entre los tipos 3 y 4 de virus del dengue da como resultado virus recombinantes que
estan atenuados para ratones HuH-7-SCID

Titulo de virus pico
medio (logiy ufp/ml
Virus? N.° de ratones *EE) Grupo estadistico”
rDEN4 32 6,31+ 0,2 A
DEN3-Sleman/78 23 6,4+0,2 A
rDEN3/4 (CME) 7 6,4+0,6 A
rDEN3/4A30 (CME) 5 3,704 B
rDEN3/4 (ME) 6 42+0,7 B
rDEN3/4A30 (ME) 7 47+04 AB

Se inocularon a grupos de ratones HuH-7-SCID en el tumor con 4,0 log1o UFP del virus indicado.
Se recogi6 suero en el dia 7 y se determind el titulo de virus en células Vero.

®os titulos pico medios se asignaron a grupos estadisticos usando la prueba de comparaciones
multiples a posteriori de Tukey (P< 0,05). Los grupos con la misma designacion de letra no son
significativamente diferentes.

Se realiz6 la evaluacion de la replicacion e inmunogenicidad de los virus recombinantes quiméricos DEN3 y el virus
DEN3 de tipo natural en monos tal como se describe en el ejemplo 5. Los resultados de este estudio de seguridad e
inmunogenicidad en monos se presentan en la tabla 36. Los monos a los que se les inocul6 rDBN3/4(CME) y DEN
de tipo natural (Sleman/78) fueron virémicos durante aproximadamente 2 dias con un titulo pico medio de entre 1,6 y
1,8 logio UFP/ml, respectivamente, lo que indica que la quimerizacion de los genes estructurales CME de DEN3 no
conducia a la atenuacién de la replicaciéon del virus, un patrén diferente del observado para la quimerizacion de
DEN2 (tabla 31). Sin embargo, la quimerizaciéon de los genes estructurales de ME dio como resultado virus
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atenuados con viremia no detectable en monos, aunque todos los monos experimentaron seroconversién con un
aumento de mas de 10 veces en los niveles de anticuerpos séricos. Tal como se espera para un virus atenuado, la
respuesta inmunitaria, tal como se mide mediante el titulo de anticuerpos neutralizantes, era inferior tras la
inoculaciéon con cualquiera de los virus quiméricos en comparacion con la inoculacion con DEN3 de tipo natural
(Sleman/78), aunque suficientemente alta para proteger a los animales frente a la exposicion al virus DEN3 de tipo
natural (tabla 37). Esta claro que la adicion de la mutacién A30 a rDEN3/4(CME) podia atenuar adicionalmente el
virus resultante rDEN3/4A30 (CME).

Tabla 36. La mutacion A30 atenua adicionalmente rDEN3/4(CME) para monos Rhesus

Titulo de anticuerpos
N.° medio | . : : neutralizantes séricos
. Titulo d ’
Virus® N.° de|de  dias n‘:el:jic:) (ﬁ);l:uus':g;;c: media geométrica (dilucién
monos V|rem|cosb + EE) reciproca)
pormono Dia 0 Dia 28
DEN3
(Sleman/78) 4 2,3 1.8 <5 707
rDEN3/4
(CME) 4 2,0 1,6 <5 211
rDEN3/4A30
4 0 <1,0 <5 53
(CME)
rDEN3/4 (ME) | 4 0 <1,0 <5 70
rDEN3/4A30
4 0 <1,0 <5 58
(ME)

@ Se inocularon a grupos de monos rhesus por via subcutanea 10° UFP del virus indicado en una
dosis de 1 ml. Se recogi6 suero en los dias 0 a 6, 8, 10, 12 y 28. Se determind el titulo de virus
mediante ensayo de placas en células Vero.

® No se detect6 viremia en ningtin mono tras el dia 4.

Tabla 37. Los virus quiméricos rDEN3/4 protegen a monos rhesus frente a la exposicion al virus DEN3 de tipo

natural
N.° medio de Titulo de anticuerpos
dias . . neutralizantes séricos,
P Titulo de virus R P o
N.° de | Virémicos ico medio media geométrica (dilucion
Virus® ’ por mono | P reciproca)
monos (logic UFP/mI

tras la |, EE)

exposicion a | ~ Dia 28 Dia 56

rDEN3
Simulada 2 5,0 25+0,4 <5 372
DEN3 4 0 <1,0 707 779
(Sleman/78)
rDEN3/4
(CME) 0 <1,0 211 695
rDEN3/4A30 0,8 1,1+0,2 53 364
(CME)
rDEN3/4 (ME) | 4 0 <1,0 70 678
rDEN3/4A30 | 4 0 <1.0 58 694
(ME)

& 28 dias tras la inoculacién primaria con los virus indicados, se expusieron los monos rhesus por
via subcutanea a 10° UFP de virus DEN3 (Sleman/78) en una dosis de 1 ml. Se recogié suero en
los dias 28 a 34, 36, 38 y 56. Se determind el titulo de virus mediante ensayo en placa en células

Vero.
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Para evaluar los niveles de replicacion de cada virus quimérico DEN3/4 en mosquitos, se infectaron Aedes aegypti
mediante ingestion de una harina de sangre que contenia virus (tabla 38). Los virus originales rDEN4 y DEN3
(Sleman/78) infectan facilmente Ae. aegypti. También se someti6 a prueba cada uno de los virus quiméricos
rDEN3/4. En muchos casos no fue posible infectar Ae. aegypti con una reserva de virus sin diluir de titulo suficiente
para lograr una infeccion detectable debido a la muy baja infectividad de varios de los virus. A una dosis de
aproximadamente 2,8 - 2,9 log1o UFP, rDEN4, DEN3 (Sleman/78) y rDEN3/4(CME) eran igualmente infecciosos y se
diseminaban hasta la cabeza con igual eficacia. Para los virus quiméricos restantes, la infeccion no fue detectable
incluso a una dosis de 3,4 logio UFP, lo que indica que la replicacion de rDEN3/4(ME) y rDEN3/4A30(CME) esta
restringida en Ae. aegypti. Comparando la infectividad de rDEN3/4(CME) y rDEN3/4A30(CME), esta claro que la
mutacion A30 puede atenuar adicionalmente el virus quimérico para mosquitos.

Tabla 38. Capacidad de virus quiméricos DEN3/4 para infectar Aedes aegypti alimentados con una harina de sangre

infecciosa.
o o ()

Virus . . . N. . de N . (%) de N.° (%) de
. Dosis ingerida | mosquitos infecciones en el | . .
sometido a a . . g . b, | infecciones

(log1o ufp) sometidos a | intestino medio . . e
prueba c,d diseminadas
prueba
rDEN4 3,8 18 14 (77%) 2 (14%)
2,8 20 7 (34%) 2 (10%)
1,8 18 0 0
DMlso = 3,4 DMlso 2 4,4
DEN3 2,9 16 3 (18%) 2 (12%)
(Sleman)
1,9 10 1(10%) 0
DMlso 2> 3,5 DMlso = 3,5
rDEN3/4 3,9 20 6 (30%) 2 (10%)
(CME)
2,9 18 4 (22%) 0
1,9 13 1 (7%) 0
DMlso 2> 4,2 DMlso = 4,5
DEN3/4A30 3,3 20 0 0
(CME)
DMlso 2> 4,3 DMlso = 4,3
0 0
DEN3/4 (ME) | 3,4 15
DM|50 24,4 DM|50 > 4,4

& Cantidad de virus ingerida, suponiendo una harina de sangre de 2y.

® Numero (porcentaje) de mosquitos con virus del dengue detectable en tejido de intestino medio;
se sometieron a ensayo los mosquitos 21 dias tras la alimentacion, y se identifico el antigeno de
virus del dengue mediante IFA.

¢ Cuando se detecto infeccion, pero no superaba una frecuencia del 50% a la dosis mas alta de
virus ingerida, se estim6 la DMIsy suponiendo que una dosis de virus concentrada 10 veces mas
infectaria al 100% de los mosquitos.

4 Cuando no se detecto infeccion, se supuso que la DMIso era mayor que una dosis de virus 10
veces superior que la usada.

¢ Numero (porcentaje) de mosquitos con antigeno de virus del dengue detectable tanto en tejido
de intestino medio como de cabeza.

EJEMPLO 7
Generacion y caracterizacion de virus DEN1 quiméricos intertipicos que contienen la mutacion A30

Se han generado virus quiméricos a base del ADNc de DEN4 en los que los genes CME o ME se han reemplazado
por los genes correspondientes derivados de DEN1 (Puerto Rico/94), un aislado de virus a partir de un brote de
dengue de 1994 en Puerto Rico (apéndices 3 y 4). Tal como se describe en el ejemplo 4 para los virus quiméricos
DENZ2, se generaron virus quiméricos de CME para DEN1 reemplazando la regién Bglll / Xhol del ADNc o bien para
rDEN4 o bien para rDEN4A30 por una region similar derivada de DEN1 (Puerto Rico/94) (figura 12A). Igualmente,
para crear los virus quiméricos de ME, se reemplazo6 la regiéon Pstl / Xhol del ADNc o bien para rDEN4 o bien para
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rDEN4A30 por una region similar derivada de DEN1 (Puerto Rico/94). Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos
de las uniones resultantes se muestran en la figura 12B.

Para la transcripcion y generacion de virus, se linealizaron clones de ADNc quiméricos y se usaron como molde en
una reaccion de transcripcion usando ARN polimerasa SP6 tal como se describe. Se introdujeron transcritos en
células de mosquito C6/36 usando transfeccion mediada por liposomas y se recogi6 virus del dengue recombinante
entre el dia 7 y 14. Posteriormente se hicieron crecer virus en células Vero y se clonaron biolégicamente mediante
dilucion terminal en células Vero. Todos los virus se replicaban en células Vero a titulos en exceso de 6,0 logio
UFP/mI, lo que indica que los virus quiméricos, incluso los que contenian la mutacién A30, se replican eficazmente
en cultivo celular. Actualmente se ha iniciado el analisis de la secuencia gendmica para identificar mutaciones
imprevistas que surgen del pase del virus en cultivo tisular.

Para evaluar los niveles de replicacion de los virus quiméricos DEN1/4(CME) y rDEN1/4A30(CME) en mosquitos, se
infectaron Aedes aegypti mediante la ingestion de una harina de sangre que contenia virus (tabla 39). El virus
original rDEN4 infecta Ae. aegypti con una DMIsy de 4,0 logio UFP. Sin embargo, el virus original DEN1 (Puerto
Rico/94), no puede infectar Ae. aegypti a una dosis de hasta 3,4 logio UFP. Por tanto, los virus quiméricos de CME
DEN1/4 y rDEN1/4A30 comparten esta incapacidad para infectar Ae. aegypti. Por tanto, en Ae. aegypti es
innecesario evaluar el efecto de la mutacidon A30 sobre la infectividad de los virus quiméricos DEN1/4, de una
manera similar a la usada para los virus quiméricos DEN2/4 y DEN3/4.

Tabla 39. Incapacidad de virus quiméricos DEN1/4 para infectar Aedes aegypti alimentados con una harina de
sangre infecciosa.

Virus sometido | Dosis ingerida | N.° de | N.° (%) de | N.° (%) de
a prueba (log1o ufp)? mosquitos infecciones en | infecciones
sometidos a| el intestino | diseminadas
prueba medio®?
rDEN4 4,3 21 18 (85%) 8 (44%)
3,3 15 3 (20%) 0
23 20 0 0
DMlso= 4,0 DMlso = 4,3
DEN1 (Puerto | 3,4 21 0 0
Rico/ 94)
DM|50 2 4,4 DM|50 > 4,4
rDEN 1/4 (CME) | 3,8 20 0 0
DMlso = 4,8 DMlso = 4,8
rDEN1/4A30 28 20 0 0
(CME) DMIso = 3,8 DMIso = 3,8

¥ Cantidad de virus ingerida, suponiendo una harina de sangre de 2 yl.

® Numero (porcentaje) de mosquitos con virus del dengue detectable en tejido de intestino
medio; se sometieron a ensayo los mosquitos 21 dias tras la alimentacion, y se identifico el
antigeno de virus del dengue mediante IFA.

¢ Cuando se detectd infeccion, pero no superaba una frecuencia del 50% a la dosis mas alta de
virus ingerida, se estimo la DMIsp suponiendo que una dosis de virus concentrada 10 veces mas
infectaria al 100% de los mosquitos.

4 Cuando no se detecto infeccién, se supuso que la DMIsp era mayor que una dosis de virus 10
veces superior que la usada.

¢ Numero (porcentaje) de mosquitos con antigeno de virus del dengue detectable tanto en tejido
de intestino medio como de cabeza.

Tal como se describe en los ejemplos anteriores, los ratones SCID con trasplante de células HuH-7 son un modelo
sensible para la evaluaciéon de la atenuacion del virus del dengue. Se inoculd cada virus DEN1/4 quimérico en
grupos de ratones SCID-HuH-7 y se determinaron los niveles de virus en el suero (tabla 40). Los virus quiméricos se
replicaron a niveles entre 15 y 250 veces inferiores que cualquiera de los virus originales, rDEN4 y DEN1 (Puerto
Rico/94). Los virus quiméricos de CME estaban mas atenuados que los virus quiméricos de ME comparables,
proporcionando la mutacion A30 una reduccion en la replicacion de 0,8 logqo. Este nivel de atenuacion ejercido por la
mutacion A30 en los virus quiméricos de CME fue similar al observado previamente para rDEN4A30. Sin embargo, el
efecto atenuante de la mutacion A30 en los virus quiméricos de ME es imperceptible.

Tabla 40. La quimerizacion entre los tipos 1 y 4 de virus del dengue da como resultado virus recombinantes que
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estan atenuados para ratones HuH-7-SCID

Titulo de virus pico
medio (logi ufp/ml

Virus? N.° de ratones *EE) Grupo estadistico”
rDEN4 32 6,3+0,2 A

35:’3/19 " (Puerto | 6.4+0,2 A

rDEN1/4 (CME) 8 4,7+0,2 B,C

rDEN1/4A30 (CME) 6 3904 C

rDEN1/4 (ME) 6 5,0+0,2 B

rDEN1/4A30 (ME) 6 51+0,3 B

@Se inocularon a grupos de ratones HuH-7-SCID en el tumor 4,0 logi UFP del virus indicado.
Se recogi6 suero en el dia 7 y se determind el titulo de virus en células Vero.

®Los titulos pico medios se asignaron a grupos estadisticos usando la prueba de

comparaciones multiples a posteriori de Tukey (P < 0,05). Los grupos con la misma designacion
de letra no son significativamente diferentes.
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Aunque la presente invencion se ha descrito en algun detalle para fines de claridad y comprensién, un experto en la
técnica apreciara que pueden hacerse diversos cambios en forma y detalle sin apartarse del alcance verdadero de la
invencion. Todas las figuras, tablas, apéndices, patentes, publicaciones y solicitudes de patente, a los que se hace
referencia anteriormente, se incorporan al presente documento por referencia.

También se desvelan los siguientes puntos:

1. Una composicion inmunogénica que es tetravalente y que contiene una delecion comun de 30 nucleétidos en la
region no traducida de 3’ en los tipos 1, 2, 3 y 4 de dengue y que comprende un acido nucleico que comprende ua
primera secuencia de nucledtidos que codifica al menos una proteina estructural de un primer virus dengue y una
segunda secuencia que codifica proteinas no estructurales de un segundo virus dengue, en donde el segundo virus
del dengue esta atenuado mediante una delecion de aproximadamente 30 nucleétidos de la region no traducida de
3’ del genoma del dengue que corresponde con la estructura de tallo-bucle de TL2.

2. La composicion del punto 1, en donde el acido nucleico comprende adicionalmente una mutacion que genera un
mutante que tiene un fenotipo en donde el fenotipo es sensible a temperatura en células Vero o en la linea celular de
higado humano HuH-7, restriccién del hospedador celular en células de mosquito o en la linea celular de higado
humano, adaptacion de la célula hospedadora para una replicacion mejorada en células Vero o atenuacion en
ratones o monos.

3. La composicion del punto 1 0 2, en donde el serotipo del primer virus del dengue es el mismo que el serotipo del
segundo virus del dengue.

4. La composicién del punto 3, en donde el serotipo es tipo 1.

5. La composicién del punto 4, en donde la deleciéon es una delecion de aproximadamente 30 nucleétidos desde la
region no traducida de 3’ del genoma del dengue de tipo 1 que se corresponde con la estructura de tallo-bucle de
TL2 entre aproximadamente los nucleétidos 10562-10591.

6. La composicion del punto 3, en donde el serotipo es de tipo 2.

7. La composicién del punto 6, en donde la deleciéon es una delecion de aproximadamente 30 nucleétidos desde la
region no traducida de 3’ del genoma del dengue de tipo 2 que se corresponde con la estructura de tallo-bucle de
TL2 entre aproximadamente los nucleétidos 10541-10570.

8. La composicion del punto 3, en donde el serotipo es de tipo 3.

9. La composicién del punto 8, en donde la delecidon es una delecion de aproximadamente 30 nucleétidos desde la
region no traducida de 3’ del genoma del dengue de tipo 3 que se corresponde con la estructura de tallo-bucle de
TL2 entre aproximadamente los nucleétidos 10535-10565.

10. La composicion del punto 3, en donde el serotipo es de tipo 4.

11. La composicion del punto 6, en donde la delecion es una delecion de aproximadamente 30 nucledtidos desde la
region no traducida de 3’ del genoma del dengue de tipo 4 que se corresponde con la estructura de tallo-bucle de

TL2 entre aproximadamente los nucleétidos 10478-10507.

12. La composicién del punto 1 o 2, en donde el serotipo del primer virus del dengue es diferente del serotipo del
segundo virus del dengue y en donde el acido nucleico es una quimera de acido nucleico.

13. La composicion del punto 12, en donde el serotipo del segundo virus del dengue que tiene la delecion es de tipo
1.

14. La composicion del punto 13, en donde el serotipo del primer virus del dengue es de tipo 2.
15. La composicion del punto 13, en donde el serotipo del primer virus del dengue es de tipo 3.
16. La composicién del punto 13, en donde el serotipo del primer virus del dengue es de tipo 4.

17. La composicion de cualquiera de los puntos 13-16, en donde la primera secuencia de nucleétidos codifica al
menos dos proteinas estructurales del primer virus del dengue.

18. La composicion del punto 17, en donde las proteinas estructurales son proteinas prM y E.
19. La composicion de cualquiera de los puntos 13-18, en donde la delecién es una delecién de aproximadamente

30 nucledtidos desde la regidon no traducida de 3’ del genoma del dengue de tipo 1 que se corresponde con la
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estructura de tallo-bucle de TL2 entre aproximadamente los nucleétidos 10562 y 10591.

20. La composicion del punto 12, en donde el serotipo del segundo virus del dengue que tiene la delecién es de tipo
2.

21. La composicion del punto 20, en donde el serotipo del primer virus del dengue es de tipo 1.
22. La composicion del punto 20, en donde el serotipo del primer virus del dengue es de tipo 3.
23. La composicion del punto 20, en donde el serotipo del primer virus del dengue es de tipo 4.

24. La composicion de cualquiera de los puntos 20-23, en donde la primera secuencia de nucleétidos codifica al
menos dos proteinas estructurales del primer virus del dengue.

25. La composicion del punto 24, en donde las proteinas estructurales son proteinas prM y E.
26. La composicion de cualquiera de los puntos 20-25, en donde la delecién es una delecién de aproximadamente
30 nucledtidos desde la regidon no traducida de 3’ del genoma del dengue de tipo 2 que se corresponde con la

estructura de tallo-bucle de TL2 entre aproximadamente los nucleétidos 10541 y 10570.

27. La composicion del punto 12, en donde el serotipo del segundo virus del dengue que tiene la delecion es de tipo
3.

28. La composicion del punto 27, en donde el serotipo del primer virus del dengue es de tipo 1.
29. La composicion del punto 27, en donde el serotipo del primer virus del dengue es de tipo 2.
30. La composicion del punto 27, en donde el serotipo del primer virus del dengue es de tipo 4.

31. La composicion de cualquiera de los puntos 27-30, en donde la primera secuencia de nucleétidos codifica al
menos dos proteinas estructurales del primer virus del dengue.

32. La composicion del punto 31, en donde las proteinas estructurales son proteinas prM y E.
33. La composicién de cualquiera de los puntos 27-32, en donde la delecion es una delecién de aproximadamente
30 nucledtidos desde la regidon no traducida de 3’ del genoma del dengue de tipo 3 que se corresponde con la

estructura de tallo-bucle de TL2 entre aproximadamente los nucleétidos 10535 y 10565.

34. La composicion del punto 12, en donde el serotipo del segundo virus del dengue que tiene la delecién es de tipo
4.

35. La composicion del punto 34, en donde el serotipo del primer virus del dengue es de tipo 1.
36. La composicion del punto 34, en donde el serotipo del primer virus del dengue es de tipo 2.
37. La composicion del punto 34, en donde el serotipo del primer virus del dengue es de tipo 3.

38. La composicion de cualquiera de los puntos 34-37, en donde la primera secuencia de nucleétidos codifica al
menos dos proteinas estructurales del primer virus del dengue.

39. La composicion del punto 38, en donde las proteinas estructurales son proteinas prM y E.
40. La composicion de cualquiera de los puntos 34-39, en donde la delecién es una delecion de aproximadamente
30 nucledtidos desde la regidon no traducida de 3’ del genoma del dengue de tipo 4 que se corresponde con la

estructura de tallo-bucle de TL2 entre aproximadamente los nucleétidos 10478 y 10507.

41. La composiciéon de cualquiera de los puntos 1-40 en donde el uno o mas acido nucleico o quimera de acido
nucleico comprende un virus o0 una quimera de virus.

42. La composicién de cualquiera de los puntos 1-41 para su uso en la induccién de una respuesta inmunitaria.

43. Un método de induccidon de una respuesta inmunitaria en un sujeto que comprende la administracion de una
cantidad eficaz de la composicion de cualquiera de los puntos 1-41 al sujeto.

44. El método del punto 43, en donde el sujeto es un ser humano.
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45. Una vacuna tetravalente que comprende la composicion de cualquiera de los puntos 1-41.
46. La vacuna del punto 45 para su uso en la prevencion de la enfermedad causada por el virus del dengue.

47. Un método de prevencion de la enfermedad causada por el virus del dengue en un sujeto que comprende la
administracion de una cantidad eficaz de la vacuna del punto 45 al sujeto.

48. El método del punto 47, en donde el sujeto es un ser humano.

49. Una sonda o cebador de acido nucleico aislado que hibrida de manera selectiva con y posee al menos cinco
nucledétidos complementarios con el acido nucleico o la hebra complementaria del acido nucleico que codifica el sitio
de escisidon que separa la proteina de la capside y la proteina premembrana de la quimera de acido nucleico que
comprende la composicién del punto 18, 25, 32 o 39.

50. Una composicién que opcionalmente comprende una mutacion seleccionada del grupo que consiste en
sensibilidad a temperatura en células Vero o en la linea celular de higado humano HuH-7, restriccion de la célula
hospedadora en células de mosquito o en la linea celular de higado humano HuH-7, adaptaciéon de la célula
hospedadora para una replicacion mejorada en células Vero, o atenuacion en ratones o monos, comprendiendo la
composicion un miembro seleccionado del grupo que consiste en:

(1) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4A30,

(2) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,

(3) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,

(4) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,

(5) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,

(6) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,

(7) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,

(8) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,

(9) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,

(10) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,

(11) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,

(12) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,

(13) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,

(14) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,

(15) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,

(16) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,

(17) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4A30,

(18) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,

(19) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,

(20) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,

(21) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,

(22) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,

(23) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
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(24) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(25) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,

(26) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(27) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,

(28) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(29) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(30) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(31) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(32) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(33) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(34) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(35) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(36) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(37) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(38) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(39) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(40) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(41) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(42) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(43) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(44) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(45) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(46) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(47) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(48) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(49) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(50) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(51) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(52) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(53) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(54) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(55) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(56) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,

(57) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
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(58) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(59) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(60) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(61) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(62) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(63) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(64) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(65) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(66) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(67) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(68) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(69) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(70) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(71) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(72) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(73) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(74) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(75) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(76) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(77) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(78) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(79) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(80) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(81) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(82) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(83) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(84) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(85) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(86) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(87) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(88) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(89) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,

(90) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,

92



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2677 348 T3

(91) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(92) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(93) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(94) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(95) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(96) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(97) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4A30,

(98) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(99) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(100) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(101) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4A3O0,
(102) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(103) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(104) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(105) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(106) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(107) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(108) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(109) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(110) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(111) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(112) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(113) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(114) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(115) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(116) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(117) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(118) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(119) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(120) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(121) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(122) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,

(123) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
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(124) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(125) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(126) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(127) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(128) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(129) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(130) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(131) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(132) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(133) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(134) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(135) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(136) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(137) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(138) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(139) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(140) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(141) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(142) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(143) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(144) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(145) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(146) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(147) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(148) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(149) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4A3O0,
(150) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(151) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(152) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(153) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(154) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(155) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,

(156) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
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(157) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(158) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(159) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(160) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(161) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(162) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(163) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(164) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(165) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(166) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(167) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(168) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(169) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(170) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(171) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(172) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(173) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(174) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(175) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(176) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(177) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(178) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(179) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(180) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(181) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(182) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(183) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(184) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(185) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(186) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(187) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(188) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,

(189) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
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(190) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(191) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(192) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(193) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(194) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(195) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(196) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(197) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(198) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(199) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(200) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(201) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(202) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(203) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(204) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(205) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(206) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(207) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(208) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(209) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(210) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(211) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(212) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(213) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(214) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(215) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(216) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(217) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(218) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(219) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(220) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(221) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,

(222) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
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(223) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(224) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(225) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(226) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(227) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(228) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(229) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(230) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(231) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(232) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(233) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(234) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(235) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(236) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(237) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(238) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(239) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(240) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(241) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(242) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(243) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(244) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(245) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(246) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(247) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(248) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(249) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(250) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(251) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(252) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(253) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(254) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,

(255) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30, y
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(256) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> The Government of the United States of America, as represented by the Secretary, Health and Human
Services

<120> VACUNA TETRAVALENTE DEL DENGUE QUE CONTIENE UNA DELECION COMUN DE 30
NUCLEOTIDOS EN LA 3-UTR DE LOS TIPOS 1, 2, 3 Y 4 DEL DENGUE O DE LOS VIRUS DEL DENGUE
ANTIGENICOS QUIMERICOS 1,2,3Y 4
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<130> K2825 EP/1 S3

<150> US 60/377.860
<151> 03-05-2002

<150> US 60/436.500
<151> 23-12-2002

<160> 53

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 82

<212> ARN

<213> Virus del dengue 1

<400> 1

geageagogyg ggoccaasac
aggagaccer ¢CgCaacaac

<210>2

<211> 84

<212> ARN

<213> Virus del dengue 2

<400> 2

agcaacaaug gggycecaag
agaggagacc cccccaaaac

<210>3

<211> 83

<212> ARN

<213> Virus del dengue 3

<400> 3

geagcagegdyg ggcccgadgdoeu
gaggagacec cocgoaaaua

<210> 4

<211> 83

<212> ARN

<213> Virus del dengue 4

<400> 4

agcaaaaggyg ggcccgaags
gaggagaccc CCoraacaca

60
82

SRgGOOsSaagl uguacoCugg uoduaaggan uadagguuadg

gugagaugaa gcuguaguci cacuggasgyg acuagaggun 60
aana 84

cCugagggaad cuguaccucd uugcaaagga cuagagguua 60
aaa 83

caggaggaay cuguacuccu gguggasgga cuagagguua 60
aaa 83
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<210>5

<211> 16

<212> ARN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Dengue 1 delta 30

<400> 5
ggggcccaag acuaga 16

<210>6

<211> 16

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dengue 2 delta 30

<400> 6
ggggcccaag acuaga 16

<210>7

<211> 16

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dengue 3 delta 30

<400> 7
ggggcccaag acuaga 16

<210> 8

<211> 16

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dengue 4 delta 30

<400> 8
ggggcecaag acuaga 18

<210>9

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region TL2 del plasmido p2

<400>9
taggggcececa aggtgagaty aagctgtagt ctcactggaa ggactagagg t 51

<210> 10

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region TL2 de p2 delta 30

<400> 10
taggagecea agactagagg t 21
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<210> 11

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region TL2 del plasmido p3

<400> 11
cggageccga getetgaggg aagetgtace tectigeaaa ggactagagg t

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region TL2 de p3 delta 30

<400> 12
gggggcccaa gactagaggt 20

<210> 13

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador Spe1 en p3

<400> 13
actagttaga ctaacttaag tcaactagt 29

<210> 14

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Unién 1 de rDEN2/4

<400> 14
cagtitgttt gaatagagag cagatetetg atgaataace aacgaaaaaa g

<210> 15

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Unién 1 de rDBN2/4

<400> 15

Met Asn Asn @ln Arg Lys Lys

1

<210> 16

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

100

5

51
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<220>
<223> Uni6n 2 de rDBN2/4

<400> 16
attatcacat ggataggaat gaactcgagg aacacttcaa tggctatgac g

<210> 17

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uni6n 2 de rDEN2/4

<400> 17

Ile Ele Thr Trp I
1

oy 1

Thr

<210> 18

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uni6n 3 de rDEN2/4

<400> 18
atcttgaacg ggagaaaaag gtetgcagge atgatcatta tgctgattee a

<210> 19

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uni6n 3 de rDEN2/4

<400> 19

Ile Leu Asn Gly Arg Lys Arg Ser Ala

1
1 5
Pro

<210> 20

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uni6n 1 de rDEN3/4

<400> 20
cagtttgttt gaatagagag cagatctctyg gaaaaatgaa caaccaacgg

<210> 21

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uni6n 1 de rDEN3/4
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<400> 21

<210> 22

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uni6n 2 de rDEN3/4

<400> 22
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Met Asn Asn Gla Arg

1

ctittaacct ggataggott gaactcgagg aacacticaa tggctatgac g 51

<210> 23

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uni6n 2 de rDBN3/4

<400> 23

B

Leu Lieu Thr Trp Ile Gly Leu Asn Ser Arg Asn Thr Ser Met Ala Met

1
Thr

<210> 24

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uni6n 3 de rDEN3/4

<400> 24

5

atcttgaacg ggagaaaaag gtctgcagte tgicteatga tgaltgttace a

<210> 25

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Unién 3 de rDENT3/4

<400> 25

Ile Leu Asn Gly BArg Lys Arg Ser

1
Pro

<210> 26

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Unién 1 de rDEN1/4

5
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<400> 26
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cagttigttt gaatagagag cagatctety gaaaaatgaa caaccaacgg 50

<210> 27

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Unién 1 de rDEN1/4

<400> 27

<210> 28

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uni6n 2 de rDEN1/4

<400> 28

Met Asn Asn Gln Arg
1 3

ctgctgacat ggcotaggatt aaactcgagg aacacttcaa tggcetatgac g 51

<210> 29

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uni6n 2 de rDEN1/4

<400> 29

Leu Leu Thr
1
Thr

<210> 30

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uni6n 3 de rDEN1/4

<400> 30

Trp Leu Sly Leu Asn Ser Arg Asn Thr Ser Web Ala Met

-

10

atcttgaacqg ggagaaaaag gictgecagcece atgctectca tgetgetgec ¢ 51

<210> 31

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uni6n 3 de rDEN1/4

<400> 31
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Ile Leu Asn Gly Arg Lys Arg Ser Ala Ala Met Leu Leu Met Leu Leu
1 5 10 15

Pro

<210> 32

<211> 60

<212> ARN

<213> Virus del dengue 4

<400> 32
ccaacaaccu Ugacagcaus cuuagucaug culuuaguee auuaugeaau aauaggecea 60

<210> 33

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus del dengue 4

<400> 33

Ppro Thyr Thr Leu Thr Ala Ser Leu Val Met Leu Leu Val His Thr Ala
1 5 10 i5
Ile Ile Gly Pro
20

<210> 34

<211> 60

<212> ARN

<213> Virus del dengue 1

<400> 34
ccgecugacgc ugacagegge gguauuuaug cuaguggeuc auuaugocau aauuggaccs 80

<210> 35

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus del dengue 1

<400> 35

Pro Len Thr Leu Thr Alz Ala Val Pro Met Leu Val Ala His Thr Ala

1 5 10 15
Ile Ile Gly Pro

<210> 36

<211> 60

<212> ARN

<213> Virus del dengue 2

<400> 36
CCUAaUAacce ucacagegge ucuucuuuua uugguageac auuaugecau cauaggaceg 60

<210> 37

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus del dengue 2

<400> 37
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Pro Ile Thr Leu Thr 2Ala Ala Leuw Leu Leu Leu Val Ala His Thr Ala
1 5 10 15
Ile Ile Gly Pro
20

<210> 38

<211> 60

<212> ARN

<213> Virus del dengue 3

<400> 38
CCACUAACUC UCACAgegge aguucuctug cuagucacge auuaugcuau uauaggucca 60

<210> 39

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus del dengue 3

<400> 39

i}

o Leu Thr Leu Thr Ela Alz Val Leun Leu Lhen Val Thr Hig Thr als

1 5 10 15
Ile Iile Gly Pro

<210> 40

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40
ccacgggegce cgt 13

<210> 41

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 41
aaggcctgga 10

<210> 42

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 42
tatecceggg ac 12

<210> 43

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador

<400> 43
agagctctet ¢ 11

<210> 44

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 44
gaatctecac ccgga 15

<210> 45

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 45
cigtcgaate 10

<210> 46

<211> 15159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido p2 del dengue 2

<400> 46
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agttgttagt
gttctaactyg
agaaacacge
ttgacaaaga
gecctggtgy
tggagaacaa
ggaaggatge
actccaacag
agtagacaag
acceteatgg
thtcteaage
gtaactiaty
ctitgttocac
ggggcctgga
ataatggoeyg
tteatoctae
agggactttg
agttgtgtga
gaagcdcaaac
acaacagact
aggtttgtcet
ggaasaaggag
attgtgeage
catgcagtay

tccatcacag

acgggcctceg
cacagacaat
tcaaattgga
gatgttgttyg
gazatccaga
atggacaaat
gtgaaggaaa
gacggctetc
ggcoegectga
goagaacetke
ctggactggt
gcgaazagaa
ttcacateaa
agtggggtet
aactcacgta
ttggygagtta
aaatgtggeca
ttocaaccag
atctgtggaa
gaattgaate
=saaggaatca
tecatggaaaa
ctcattgatg
gaagttgagg
aagcaggatyg
gtecoatgetyg
aaagettett
aatggagtgc
cataataaca

ctacgtggac
tttbttgatt
ctttecaatat
gattctcact
cattcctteyg
ttaazaaatc
tgaatatett
tgatggegtt
aaaaagggaa
ccatggacct
agaacgaacc
ggacatgtac
acgtgggaat
aagatgeoces
caatcotgge
tgacageeat
tggaaggagt
cgacgatgge
aacctgocac
cgcgetgeoe
gcaaacattc
gcateogtgac
cagaaaacch
gaaatgacac
aggcggaackt
acttcaatga
ggttectaga
tacagaaaga
tocttaggate
tgteatcagyg
tecaacttaa
tageagaaac
catgcaagat
tocacagtcaa
cattoggaga
Lecaagaaagy
tggececatttt
taggaaagge
catggactat
gcactagtet
tggtgcaggce
gtggaatatt
toeogeteagt
atattetate
tgcaggtagy
catggggtaa
gtcccgazac
actacggcett
tattttgtga
atatgggtta
teattgaagt
tagaaagcga
gaccaggcta
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cgacaaagac
agagagcaga
gctgaaacgco
tggaatgoty
tttectaaca
aaaggctatt
aaacaggaga
tecatctgace
aagccttcty
tggtgagttg
agaagacata
caccacagga
gggattggag
gagaattgasa
atacaccata
cgeteocttca
gtcaggaggg
aaaazacsaa
cttaaggaag
aacacaagygy
catggtagac
ctgtgetatg
ggaatacact
aggaaaacat
gacaggetat
gatggtgttg
cctaccgttg
aacactggtc
ccaagaggygy

aaacctactyg
agggatgtca
acaacatgga
ccecttigag
cccaatigta
cagotacate
aagtteecatc
gggtgacaca
tetocaccag
gaagateecto
gagcgtgtca
egatagtagh
cgtcacagalt
aaaactggece
aacaadgactg
agaaaatgaa
aaaacgatct
agocgaaaatyg
agcagaatge
tagagtattc
ctcaazactc
ttggatagaa
caaaagttge
gatggteatt
ttacacacaa

agattctttg
toetectgatga
gagagaaace
cagggacygayg
atcceaccaa
aatgkttetga
cgtagaactg
acacgeaacg
ttcaagacas
tgtgaagaca
gattgttggt
gagcacagaa
acacgaactg
acttggatte
gggacgacge
atgacaatgr
agttgggttg
ccaacactgy
tactgtatag
gaaccracec
agaggatggy
ttcacatgea
gtcgtgataa
ggtaaadgaag
ggcactgtta
ctgcaaatgg
ccatggectge
accttcaaaa
geecaktgceata
ttecacaggac
tactccatat
acaatagtca
ataatggate
acagaaaagqg
atcataggag
ggccaaatat
gecktgggatt
gtttttggag
ataggagtta
ctggtgttag
tgcattgtyga
aacgtgcata
tocagooateon
gaaaatctia
gtgaaactga
titgcggecto
ctctccacag
cocaacacaa
actaccaata
atgtcagogog
agcacachtoa
cactggccaa
ccaaagaatt
acagcaggac
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agoagagctaa
ataaccaacy
gocgtgteaac
gaccactaaa
cagcagggat
gaggctteag
raggcatgat
gagaaccaca
aggatggcac
caatcacgta
gcaactccac
gagaaaaaay
aaacatggat
tgagacatod
atttccaaag
gctgecatagy
acatagtttt
actttgaact
aggccaaact
tgaatgaaga
gaaatggatg
aaaagaacat
cacctcatie
tcaagataac
cgatggagtyg
aagacazagc
ccggagcaga
atcececatge
cageacteac
atctcaagtg
gcacaggaaa
ttagagtaca
tygaaaaaay
acagteocagt
tggaaccagg
ttgagacaac
ttggatctct
caatctacgy
tcatcacatg
tgggaatcegt
goetggaagaa
catggacaga
agaaadocgoa
tgtggaaaca
ceatcatgac
aacccactga
aactccacaa
acagagcttg
tatggctaag
ccataaagga
akgatacatg
agtcacacac
tocgctggace
cttggeatct

gectcaacgta
gazaaadgey
tgtacaacag
attgttcatg
attasaaaga
gaaagagatt
catcatgctyg
catgattgte
gaacatgtgt
tazatgteoek
gteocacatygg
atcagtggeyg
gteatcagaa
aggetttace
agtectgata
aatatcaaat
agaacatgga
gataazaaca
gaccaacacy
goaggacaaa
tggattgttt
dggaaggaaaa
aggggaagaa
accacagage
cteotecaaga
ctggctggtg
cacacaagga
gaaaazacag
aggggctacg
cagagctgaaa
gtttaaaatt
atatgaagga
acatgttetyg
caacatagaa
acaattgaag
aatgagggga
gggaggagtg
ggetgettte
gataggaatg
gacactttac
caaagaacta
acaatacaag
tgaagagege
gataacatca
aggagacatc
gttgaggtat
tcagaccttc
gaattcactyg
attgagagaa
caacagagcc
gaagatagag
cctatggagt
agtgtcacaza
aggcaagctt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
soc
960
1020
1080
11490
1200
1260
i320
1380
1440
15060
1560
1620
1680
1740
1800
186¢
1220
1386
2040
23100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
060
3120
3180
3240



gagatggact
agagggocot
cgatettgca
gaaatcagac
catgggcaga
atgctcagga
acgctaatca
gcraccatga
agagtcagac
atgatgacta
gaactgaccg
aaatatecage
cagaacgcalt
ttaacatoct
aatccaacag
ttaaatgagy
aatgacatcc
ctaactgggce
caggcadgaga
atgtcaataa
cttgtgatet
tgagzagtaa
ggaaaagety
tecocagateg
cgtggegetg
aaagacttaa
gaagtccagyg
ggcctttita
acgtcaggat
gtcgttacaa
gacaatonag
caccecaggayg
agaggcttga
gececttagag
cgggagattg
agggtgooaa
atagcageota
atgacagccoa
gacgaagaaa
tttaaaggas
tgcctgagaa
tatgtcaaga
ggcgocaact
Ligacagzacs
gecagcacaaa
tatatgggyy
ctocectagata
gaaaaggtdg
gtggacctaa
ggtatcaact
gaagazaatg
agatggttayg
gocagcoeggasa
tttatgactc
gcgggtggaa

ttgatttetg
ctttaagaac
cactaccace
cattgaaaga
ttgacaattt
ctegagtagya
cagggaacat
cagatgacat
caacctttgc
ccataggaat
acgcgttage
tggcagtgace
ggaaagtgag
cacaacagaa
ceattittot
ccatcatgga
cratgacagyg
ggtcagooga
Eatcaggtag
agaatdgaadga
caggactctt
agaaacaacg
aattggaaga
gagcotggagt
tcctaatgea
tatcatatgg
tcttggcatt
gaaccaacac
cteoccaatogt
ggagtggage
agattoaaga
caggaaagac
gaacactaab
gacttccaat
tagacttaat
attacaacct
ggggatacat
ctectoogag
gagaaattce
agactgtety
agaatggaaa
ctagaaccaa
ttaaagctga
gogaagacong
gaagagggag
aaccactgga
atatcaacac
atgccattga
tgagaagagqg
acgcagacayg
tggaagtgga
atgctaggat
gaaagtccct
agaaggccag
aggeatacaa
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cygaagggact
aaccactgee
actaagatac
gaaagaagaa
ctoattagga
aacaaaacat
gtetthtaga
aggcatgggt
agctggactg
cgttettetco
totaggeatyg
catcatgget
ttgcacaata
ageggactgg
aacaaccctc
ggttygggaty
accattagty
Lctggaatta
cagtccaatc
ggaagagcaa
tcecggtatca
ggctggagty
tggagcctac
ttacazagaa
taaggggasg
aggaggttgg
ggagecadyy
tggaaccata
cgacaaaaaa
atatgtgagt
tgacateobtt
aaagagatac
cctagcooct
aagataccaa
gtgtecatgce
gateatcatyg
cteaactcga
tagtagagat
ggaacgttca
gtbttgttceca
gagggtgata
tgactgggat
gaaggtboata
ggboattoryg
aataggaagyg
aaatgatgaa
acctgaagga
cggtgaatat
agacctacca
aagatggbgt
aatctggaca
ctactcecgac
aaccetgaac
agatgcacta
tcatgctete

acagtggtag
tecaggaaaac
agaggtgagg
aatctogtea
atcttgggaa
gcaatattac
gacctgggaa
gtgacttatc
ctothgagaa
Ecccagagta
atggtectcea
attttgtgcyg
ttggecagtgg
ataccattag
Ccangaacca
gtgagtatct
gotggagggc
gagagagcta
ctogtcaataa
acactgacta
ataccaatta
ctgtgggaty
agaatcaage
ggaacattte
aggattgaag
aagctagaag
azaaatccaa
ggtgeogtat
agaaaagttg
geceatagete
nURARgAdas
cteoecggeea
actagagtoeg
actccagcta
acatttacca
gacgaageas
gtggagatgg
ccatttocto
tggaactetyg
agcataaaaa
caactcagta
tteghggtta
gacocoagac
araggannea
aatccaagga
gactgtgaege
atecattececa
cgetitgagayg
gtetggttgy
tttgacggaa
aaggaagyggg
ccactggage
ctaattacag
gacaactigg
agtgaattac
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tecataacgga
atggatgbtg
gttctetggt
tggcactgtt
togtegeagt
gagtgatggt
tegetetact
aactgacctc
gcataccaga
agatggtgag
tcccaaatge
tgtetgtite
cgtitgacgat
acaagagaay
toggocagete
tccttactgt
ccgatgtcaa
caatatcaga
tacteocattag
cagcagcagc
tecectcace
aaaaaggaat
acacaatgkg
catcatggao
gagaatggaa
gagccgtoca
ctctggactt
taggtetcecta
agactgaaaa
gattagactat
tagtcagaga
tggcagctga
tcagggctga
tgaggetget
attttacaga
gggaggcagae
agagcaatge
ggeacgagtyg
coggaaatga
ggaagaccit
caactgacat
gotgcatgas
raacactgac
atgasaatga
actggaagga
gcottgttega
gagaagcacg
cttataaaght
coagaaacaa
aaaggaaaaa
taaaagagtt
agatgggcag
cggtgctgea
cggagaccch

atggtgttgt
gtacgggaty
tacagcogga
cottgaagaa
ttckttegtyg
tatggtgggt
agcagetttt
caaggaatta
gaccattctt
azacatggaa
tgtgatatta
cocecctgetc
caaaggtett
gagctggoet
teteottaaag
gtgetacgtg
atgggatgac
agatggcage
aacaggattg
atggtatctg
accaccegtyg
ccttggatat
gecacgtcaca
ggacgtcaag
agaaggagaa
aacaaagcect
“teoceoctoog
tggcaatggt
aagcattgaa
catagatctc
ggccataaaa
aatggaagaa
goacaccgdg
atcaccaatce
teoageaage
tggaatbttt
accaattatg
ggtcacggat
catageagee
tgattctgaa
ctoggazaty
accagttata
coactetagh
tecaatatata
agctaagatg
geccagagogt
gaaaactttt
ggcagctgaa
teaaatettg
attgaaacct
caaggaattt
acteecaact
cacggctgaa
ggagacattyg

IIUY

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3200
3560
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
48920
4980
5040
5100
5160
5220

5280

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
58gs0
554Q
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540



cttttgetga
aggggtatgyg
tggtatgeac
atagtettge
tatgteateca
ctagaaaaaa
aacattctgg
acatttatca
acagccatag
aagatggaca
accctcacag
caagccaaag
actgtggatyg
aagcagttgg
actacgtagg
gaaggaaate
agagggagtt
acgagaagayg
aacgeattgg
agaaccttag
ggctcagcaa
gtggaccttg
agagaagtta
acatatgggt
gagaagtgtyg
gcgggacgaa
ttttgcgtaa
caacggaaat
atgtactggyg
atgctgatca
ctoggrRagrg
gggaaaagaa
cacccataca
tcatccatgg
gtgacacaga
zaggitggata
gomgagtgge
gaattcacaa
aagtggaaat
gaaaggaacc
agagagaaaa
tggoteggag
ttetocagayg
atotiaagag
tgggacacaa
gcaggagaac
gtgcgtatge
caaaggggta
caactaatta
tragaagaaa
atggeccatea
ctaacagete
agaggatgga
atgaaagatg
goeogaattt

cactgttgge
ggaagatgac
aaatacagecc
Ecattecoaga
tageeatoct
caaagaaaga
acatagatcet
caccaatgtt
ctaaccaagc
ttggagttcc
cggctettet
caactagaga
gaataacagt
gacaagtaat
ctttoatgtga
cagggagatt
acctggaetgyg
gaactggeas
ggaaaagtga
caaaagaagy
aactgagatg
gttgtggcag
aaggcttaac
ggaatctagt
acacattgtt
cactcagagt
aggttcttaa
dcggaggagc
tgtccaatge
acagattcac
geRacoegeasa
tagaaaaaat
aaacatgggc
tgaacggagt
tggeaaktgac
cgagaascca
tctggaaaga
aaaagotoag
cggegeghga
Lcecatekbtga
aactaggaga
cacgchitott
agaachceot
aggtgagcan
gaatcacaat

‘acaagaaact

aasagaccaac
gtggacaagt
ggcaaatgga
tegetgtgea
gtggagatga
taaatgacat
acgactggac
gtegeacact
cocagggage
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cacagtcacy
cctgggaatg
acattggata
accagaaaag
cacagtggtg
cctocagactg
acgtcetgea
gagacatage
cacagtgecta
ccteoktget
tttattggta
agectcagaaa
gatagatcta
getectagte
agcctiaact
ctggaacaca
agotggactt
tataggagaa
attecagatce
cattaaaaga
gttogttgaa
agggggctag
adaaaggagga
acgcttacag
gtgtgacata
coctcaaccta
ccogtacatyg
cttggtgaga
tteccgagaac
tatgagacac
tattaggaatt
aaaacaagag
ttaccatgge
agtcocagattg
agacacaact
agaaccaaaa
actaggaaag
aagoaatgoa
agceogttgaa
agggaaatgt
gtitggtaaa
agagtitgaa
gagtggagtg
gRasgasgga
agaggattig
tgocgaggec
acceagagoc
tgacacctat
gggggaagga
agattggeta
ttgtgttgty
gggasaggtt
gcaggtgocoo
cgtagttcca
tgggtggtct

ggaggaatct
tgctgcataa
goagectcaa
cagaggacac
googeaacca
ggaaacattg
tecageatgga
abttgaaaatt
atgagtctcg
attgggtgtt
gcacattatyg
agagoagoeay
gatccaatac
ctctgegtga
ctagcaactg
adcattygoag
gtettbketa
acgttaggag
tacaaaaaaa
ggagaaacgyg
aggaatttgg
tcatactatt
ccaggacacy
ageggagtty
gggygaatcat
gtggaaaatt
ccctcagtca
aatccactct
atagtgtcat
aagaaggcca
gaaagtgaga
catgaaacgt
agctatgaaa
cottitggac
gaaggracaa
aazaagacac
gocttgggag
gatagtaggt
gaaacatgtyg
gcaaaaggca
goocetaggat
gaaggagaag
ggageaatgt
saaaatgaag
atttttaaat
acagtaatgg
ggcctcaaca
atcttcaaaa
gtaagagtag
aaacctttag
aggaaggaca
ttctgtteac
tgcagaaacc
ttavgggaga

109

tEctAttee B gatyayrgae” B0y -

tecacggerayg
taatattgga
ctcaggataa
tggcaaacga
caacteagea
cgttgtatge
cetecagtaza
gaaaaggatg
actcacaagt
cecatcatagg
cgggcatcat
cctabgatee
cecaagtget
gaceocgoghc
tgtcaatgge
tcatgaagaa
agaaatyggaa
gtggaattca
atcatcacgc
tcacaccaga
gtggaggatt
aagaacctat
atgttttttt
caccaaatoe
ggctgaacaa
ttgaaagaat
cacggaattce
cagtgaacat
cctatgagcee
caccgaacct
catggeacta
caaaacagac
cctgggacgt
zacagcgeghk
aaaaactaak
ctagaatgtyg
ccatatteac
tttaggaget
Latacaacat
gcagagccat
ttttgzatga
ggctgcatas
atgoogatga
aaatgataac
tgacgtacca
acatcatatc
ctbtcaccaa
geatcocagea
ggegtgaaag
atgatagatt
tacagcaatg
accattttea
aagatgaatt
cggoctgttt

cateoctetta
gttetkhtete
tcaattgact
aatgggtttt
acctgagage
cgtggetaca
tgtgteceta
gocatigtea
caaccctata
accgggactt
gazasaccca
agagtitgaa
gatgatgagg
cacattgtgg
aaacatcktt
cacaaccage
aagcagactg
agaagtggac
tgtgtegega
agggaaagta
aaagaatgta
ccctatgtca
tgttccacca
cacggtagaa
taacacccaa
ggaaacctia
cacacatgag
gatttcaaga
agatgtcgac
agacataart
tgatcaagac
Lggatcagca
tgttccaatg
cttcaaagag
gaaazateoacy
taccagagaa
cgatgagaacg
ggttgacaag
gatggggasaa
atggtacatg
agaccattgg
gctaggttac
caccogcaggs
gaaccacary
azsacaaggtg
gagsagagac
catggaagca
ctEgacagcee
gttgteasaga
tgcaagaget
ggagccctca
cgagttaatt
gatcggeaga
ggggaagtct

6660
6720
6780
6840
63200
6360
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7800
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7520
7280
8040
8100
8160
8220
8280
£340
8400
8460
8520

(=N ol e el
BSQU

8640
B700
8760
8EB20
8880
8540
8000
5060
5128
8180
8240
9300
8360
3420
5480
9540
9600
$660
S720
8780
5840



tacgoccaaa
gcecateotget
cacgocagocs
atcectagaaa
tacctgggaa
acctogggoga
gaatacacag
gttttgtggt
ggaaaaacta
aatgocatag
cegggaggec
gacececteoee
tcactggaayg
ctgggaazaga
aaatggaatg
ctagtcagttt
atcceccatg
taagttggeo
catgoocates
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttecageatet
cgraasaaag
atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc
tecgketteaa
tatcacagtt
tegtecateet

Rt laloln talm ol ah
tgctggcget
accgetttgy
cgatcatgge
tcaccggege
atcgggctog
cegiggeegg
tgcheaacyg
agcgtegace
gcatgactat
tgeceggeagc
teggeetgte
gteecogeeac

Falndulale tatmlakal-
oo gggoea

titcttekboge
tagatgacga
cgatcactgg
ggttggeatyg
gtgcatggag
caccactcea
cectitggeag
gggcagegtt
gctaggetgy
gtgaagcgac
tttecgtgtt

tgtggagett
cggcagtcoec
atgaatggat
atcecatggat
asagagaaga
agaatatcca
attacatgec
agaaaaacat
tgctacctgt
cttgagroaaa
acaaaccatyg
ttacagateg
gactagaggt
ccagagatac
gtgctgttga
ggtatggett
ttgtgeaana
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag
cegetgtiga
tttactttea
ggaataaggy
agcatttatc
aaacaaatag
attattatca
gaattcteat
aaattgctaa
cggracegte
crtgraggaat
atatgcgttg
cogoogeeca
gaccacaccc
cacaggtgeg
ccactiagyg
gggactgtity
cateaaceta
gatgecettyg
cgtcegoegea
gctctgggtce
gettgoggta
caaacgttie
ocotottgeotyg
Ltecggegge
ceatcaggga
accgetgato
gattgtagge
cogggeocace
agaattogag
aacatatcca
gogbootgge
cggggttgcc
tgetgetgea
tegtaaagte
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gatgtactte
atcacactgg
gacgacggaa
ggaagacaaa
ccaatggtge
gacagcaata
atccatgaaa
gaidacaasac
gagocceogte
ctatgcagee
gaagctgtac
cagcaacaat
tagaggagac
tgectgtetee
atcaacaggt
cattcagete
aagcggttag
cactecatggt
trtetgtoac
gttgecteottg
tgoteateat
gateccagtte
ccagogtitte
cyacacggaa
agggttattg
gggttcogey
tgacattaac
gtttgacago
cgcagtcagg
accctggatg
atogtocatt
atgcaattte
gtectgeteg
gtecctgtgga
gttgetggeg
ctocatgagcg
ggogccatct
ctactgggek
agagcctteca
cttatgactyg
atttteggcg
tteggaater
ggcgagaagce
gogttogogs
abtcgagatyc
cagetteaag
gtcacggega
geogeooctat
tecgacctgaa
ccaatcaatt
tegegiceoge
cacgggtgcy
ttactggtta
aaacgtctge
tggaaacgceg

cacagacatg
attccaacaa
gacatgttga
actccagtgyg
ggetegctga
aaccaagteca
agattcagaa
agaagteagy
caagogacgtt
tgtageteca
gcatggegta
gggyggeccoaa
ccocccaaaa
tcagecatcat
tuthggtaccg
¢ggttcccaa
cteectteggt
tatggoagea
tgatgagtac
ceccggegtca
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagca
atgttgaata
tectecatgage
cacatttece
ctataaaaat
rtatcatcga
caccgtgtat
ctgtaggceat
oooacagoat
tatgeogeoace
cttocgetact
toctctacac
cetatatege
sttgtttegy
cettgeatge
gottootaat
acccagtcag
toteetttat
aggaccgett
tgcacgaect
aggccattat
cgrogaggetg
cogegbtgca
gatcgetege
tttatgoege
accttgtctg
tggaagccgg
cttgoggaga
catctoccage
catgategtg
gcagaatgaa
gacctgagca
gaagtcagcyg
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goecggacaacs
cagtttggaa
aatecatggga
ttgggetgac
gatcccteat
gagaagagga
teggattaay
aaaagaagtc
coetgagaagg
gtogactage
gutgagatga
Caaaaaacayg
tcecaggcaca
gtaggcateg
cgatoaagge
ceteegateg
ctgeataatt
teaaccaagh
acacgggata
tcttoggoge
actecghgcac
aaaacaggaa
cteatactet
ggatacatat
cgaasagtge
aggcgtatcoa
taagetttaa
gaaatctaac
aggcttggtt
cooractozan
cgttetegga
tggagecact
cggacgcate
cgacatcase
cgtgggtaty
accattecott
graggagteg
ctecttoegg
catgcaacte
tegetggage
cgctcaageo
cgocggeatg
gqatgooctbes
ggccatgotg
ggctettaca
ctoggegage
caoteecagey
cggcaccteg
actgtgaatg
agcegoacgo
ctectgtagt
tcaccgatac
acaacatgaa
cgctgoacea

ctggtccata
cagagtgtgg
ggaaatccea
aagcagagec
tagcaatgag
agaggcagga
ceatagtacyg
aggocoatttt
tgtaaaaaat
ggtiagagya
agctgtagte
catattgacg
ggacgeraga
tggtotracy
gagttacatyg
ttgtcagaag
ctottactgt
catbetgaga
ataccgegee
gaazactctce
ccaactgate
ggcaaaatyge
tocottettca
ttgaatgtat
cacctgacgt
cgaggccctt
tgogatagtt
aatgcgetea
atgccggtac
tatgoocgtage
gecactgtccyg
atocgactacg
gtggccggea
gatggggaag
JLggeagges
gcggcggegy
cataagggag
tgggogeggy
gtaggacagy
gegacgatga
ttogteactg
geggecgacy
cocattatas
Lecaggcagg
agectaactt
acatggaacy
ttgcgtegey
ctaacggatt
cgcaaaceaa
ggcgeatcte
tgagoaceey
gogagegaac
tggtettegg
ttatgttceg

899640

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
16560
10620
10680
10740
10830
10860
10820
108RB0
11040
11100
11160
11220
ilzgo
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760



gatetgeate
gocgctggeat
tttacectea
catcctctet
ggcatcagtyg
gacattaacg
tgaategett
tgacggtgaa
ggatgcegyy
cgcagcecatyg
Lcagagcaga
aggagaasaat
gtcgttegge
gaatcaggyg
ecgtaaaaagg
aaaaatecgac
tttocccetg
ctgtecgect
cteagttegg
cocgaccget
ttatecgeecac
getacagagt
atctgegeote
aaacaaacca
aaaazaaggat
gaaaattcac
cttttaaatt
gacagttacce
tecatagttyg
ggceccagtg
ataaacoags
atecagtceta
cgcaacgtig
tgaccattte

gcaggatget
tgaccetgay
caacgttocea
cgtttcateg
accaaacagy
ctteoctggaga
cacgaccacyg
aacctctgac
agcagacaag
acccagtcac
ttgtactgag
accgcatecag
tgcggegage
ataacgcagyg
cegegttget
getcaagtca
gaagcteect
ttctecettc
tgtaggtogt
gcgecttate
tgacagcage
tettgaagtyg
tgctgaagece
ccgctggtag
cteocaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgettaat
cotgactoce
ctgecaatgat

[nl—Eufalnleinf]
cagoogoaag

ttaattgttg
ttgcecattge
cgggegogec
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gctggctace
tgatttttct
gtaaccggae
gtatecattac
daaaaaccgc
aactcaacga
ctgatgagct
acatgecagct
cccgtcaggg
gragcgatay
agtgcaccat
gcocgetcocttee
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgttttte
gaggtggcga
cgtgegctat
gggaagegty
teogectceaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggeoetaac
agttacette
cogbtggtttt
tectbtgate
Ettggtcatg
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtegtatag
acogegagac
ggocgagege
cocgggaaget
tgraagatct
gatttaggtg

ctgtggaaca
ctggteccege
atgttcatea
ccccatgaac
ccttaacaty
gctggacgeg
ttaccgeage
cocggagacyg
cgegtoageg
cggagtgtat
atgegygtytyg
gctteccectege
cactcazagg
tgagcaaaag
cataggctec
aaccogacay
cetattoega
gogetitete
ctgggetgtg
cgtcttgagt
aggattagea
tacgygctaca
ggaaaaagay
tttgtttgea
ttttetacag
agattatcaa
atctaaagta
cotatcteag
ataactacga
ccacgctcac
agaagtogta
agagtaagta
ggctagegat
acactatag

cgeatcocata
tcagtaaccce
agaaatccce
geeegettta
gatgaacagg
tgcctegege
gtcacagctt
ggtgttggeg
actggettaa
aaataccgca
tcactgacte
cggtaatacyg
gooageaaaa
gecceeectga
gactatasaag
ccoctgeeget
atagctecacg
tgcacgaace
ccaaccoggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagctce
agcagcagat
ggtetgacge
azaggatctt
tatataagta
ggatctgteat
tacgggaggg
cggctccaga
ctgcazcttt
gttcgccagt
gaccctocty

cegecagttyg
gbatcgtgag
cttacacgga
tcagaagcca
cagacatectyg
gtttoggtga
gtekgtaagc
ggtgtegggy
ctatgoggea
cagatgcgta
getgegcecteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggey
taccggatac
ctgtaggtat
cceegtteag
aggacacgac
tgtaggeggt
agtattiggt
ttgatececgac
tacgegeaga
tcagtggaac
cacctagatce
aacttggtct
atttcgtica
cttaccatet
tttatcagea

aztocogeoeteoo 15

taatagtttg
atitggttege

<210> 47

<211> 3391

<212> PRT

<213> Virus del dengue 2 (Tonga/74)

<400> 47

Val Gln Gln

GEin Leu Lys
45

Ala Pro Pro
&0

r Lys

Arg Leu

50 55
Ile Le Thr
65

Leu

[
o
T
=
"
In
[l
4
in
in

Ala 1Ile

Glu Gly Leu Ile

111



Arg
Met
Ser
Thr
145
Asp

Asp

Thy

Arg F

Cys
385
Cys
TyT
Asn
Ser
Cys
485
Met
Pro

Gln

Asp

Arg
Ala
Arg
130
Asn

Thr

Ile

Asp
290
Glu
Asp

Lys

Asp
Iie
450
Ser
@lu
Leu

Lys

Yal

Arg
Phe
115
Gln
Met
Ile
Asp
Thr
185

Pro

Ser

Pro
358
Val

Leu
Lys
Val

Thr

AnE

ol

Thr
Pro
Asp
Pro
Glu

515
Val

Arg
100
His
Glu
Cys
Thr
cys
180
Thr
Hig

Glu

I
I
[N
m

Thr
260
Ala

Val

Asn

Val
420

ely

Glu

Arg

Thr
Lau
Lys
Thr

Tyr
165
Trp
Thr

Val

Glu
Ser

Leu
325

Tla g

Gln
Lys
Gly
Met
405
ITie
Lys
Ala
Thy
Ala
485
Leu

Leu

Leu
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Val
Thr
Gly
Leu
150
Lys
Cys
Gly
Gly
Ala

230
Gly

Ser
Qly
Cva

310
Ile

Livs
390
Elu
Th

His

Gly
470
Trp
Pro

Val

Gly

Gly
Thr
Lys
135
Met
Cys
Asn

Glu

Met
215
Trp

Phe
EFhe
Met
val

295
Val

Pro
Giy
Leu
4585
Leu
Leu
Gly

Thr

Ser

Met

120

Ser

Ala

Pro

Ser

His
200

QGly 1

Lys
Thr
Gln
Thr
280

Ser

Thr

Ala
Fhe

520
Gln

112

Ile
105
&Asn

Leu
Met
Phe
Thy

185
Aryg

Asp

=12l
Lye

Glu

Asp

Len
170
Serxr

Mel

Zla
330

Ty

Leu

Tyr G

Asgn
Arg
490
Thr

Asn

aly

Mal
Glu
Phe
Leu
155
Lys

Thr

Glu

Gln
2356
Ala

Leu

Cys

Ser

Glu
475
Gln
Gln

Pro

Ala

Leu

Pro
Lys
140
Gly
Gln
Trp

Lys

ATg
220

Ile

Trp
300
Liys

Gln

@i
Gly
3B0G
Cys

Pro

His

Met

“Thr

His
125
Thr
Glu
Asn
Val
Ary
205

Thr

Ile

[
|_I
4]

Phe
Gly
285
Val
Asn
Pro

Thr

Glu
365

Ser

Ala
525
His

Pro
110
Metl
Lys
Ley
Glu

190
Ser

Glu
Ten
Tie
270
Ile
Asp
Livs
Ala

Tht
350
Gln
Gly
Met

Asn

Thir
Ile
Asp
Cys
Pro
175
YL

val

Thr
Ala
255
Lien
Ser

Ile

Pro

Fhe
Leu
415
Val

Gln

Met

Asp
495
Trp
Lys

Ala

Val
Val
Aly
Glu
1&0
Glu
Gly

Ala

Trp
240
TY¥
Leu
Asn

Val

Thr
400
Glu

Ile
Gln

Len



Thr
545
Gly
Mekt
Ala
Asp
Arg
625
Liys
Tyr
Lys
Ala
Len
705
Gly
Tie

Thr

Glu

Arg
945
Ala

530
Gly

Ser
Glu
Gly

610
His

Liys
Lys
€50
Gly
Ala
Leu
Ser
Gly
TR

Lys

Thr

Ala
Leu
Tyr
Thr
595

Ser

Val

Arg
Gly
Ile
Tle
Leu
755

Val

Glu

Thr
Lys
Ser
580
Gln
Pro
Leu
Pro
Iie
650
Ser
Met
val
Tyr
Gly
740
Ser
Met
Leu
Thr
Ala

B20

Thr

Glu
Cys
565
Met
His
Cys
Gly
Val
645
Gly

Ser

Phe
Gly
T25
Val

val

Val

965
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Ile
550
Arg
Cys
Gly
Livs
Arg
630
Easn
val
Ile
Ile
Thr
710
Ala
Ile

Ser

Gln

Gly I

BV O

T.m1
Py

Glu
Cys
Gly
3ln

950
Aszn

B35
Gln

Leu
Thr
Thir
Ile
615
Leu
Iie
Glu
Gly
Leu
£95
Ser
Ala
Ile
Leu
Ala

778

Gly

Pro
Phe
935

Asp

Arg

Mef
Arg
Gly
Ile
600
Pro
Tle
Glu

Pro

Gln
(3200

Gly &

Ile
FPhe
Thr
Val
760
ABpP

Ser

Lys

Asn
S20
Gly

val

Ala

113

Ser
Met
Lys
585
Val
Phe
Thr
Ala
Gly

665
Met

Gly

Ser

Trp
745
Leu

Sear

Val
The

val

Ser
Asp
S70
Phe
Ile
Glu
Val
Glu
650
Gln
Phe
Thr
Lys
Gly
730
Ile
YVal
Gly

Ile

Gin
B1lO

-

2 ALl

Met

Glu

Val

My
el

BSO
Gln

Asn

bhe

Gly
555
Lys
Lys
Arg
Ile
Asgn
£35
Ero
Leu
@lu
Ala
Ala
715

Val

Gly

Trp
val
Gly

B75

Lyg
Thyr
Arg
Thr
Agp

355
Ala

Egn
Len
Ile
val
Met
620
Prao
Pro
Lys
Thr
Trp
700
Leu

Ser

Met

B6D
Lys

Tl e

e

Phe
Ala
Thr
540

Sear

Asp

540

Leu
Gln
Val
Gin
605
Asp
Ile

Phe

Trp
Asn
Val
765
val

Thr

Ser

Len
Trp
925
Asn

Lys

Met:

Leu
Leu
Liys
580
TyY
Leu
val
Gly
Asp
§70
Met
Fhe
Gln
Thr
Ser
750

Thr

Ser

Cys
830
Ile

Thr

Ile

Gly

Phe
Lys
575
Glu
Glu
Glu
Thr
Asp
6o5
Trp
Arg
Gly
Val
Met
738
Arg

Leu

Trp

Thr
560
Gly

Ile

Glu
640
Ser

Phe
Gly
Ser
Phe
720
Lys
Ser
Tyyr
Lys

Val
j=1414]
Lys

Ile
Ser
Met
Arg

880

Lk
Al



Tle Glu

Ile Glu

Zsn Gly

1010

Pro val
1025
Gly Pro

Gly Thr

Leu Arg

Arg Ser

1080

Trp Tyr

1105

Val Ser
Leu Gly
Lrg Val

Thr Leu

1170

Val Met
1i85
YT Leu

Gly

ATg
12€5
Cys

Thr
Gln Glin
Fro

1330
Ser

Asn
Arg
1345
Ile Leu
Leu Val

Ser Ala

Gln BAla
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Ala
SEQ
Lys

Ser Lieu Asn Asp
Val
985

Val

Ser Cys His

Leu Glu
101
Asn Asn
1030
Leu Gly
1045
val

Ser @ln His

His Lys

Val 1 Thr
1080

Thr Thr

Thr Va
Thr
1075
Cys

Ala Ser

Thr Leu Pro
108

Arg

Pro
Met Glu Ile
1110
Thr Ala

Gly

Leu Val
1125

Leu Gly Met Ala

11490

Thr Lys His Ala

Ser
Ile

Gly
1155
Ila Thr Gly Asn Met
117

Ala Thr Met
1120

Leu Ala

1205

Lre Tve
Arag Lvye

val Gly

Ala Leu

1 Lean
1220
Val

Leu Leu

Ala Leu

i LYS Tyr
1270
Ala Val
1285
Val

Agn

Ala
1300
Lys Ala
1315
Thr

Leu val

Trp

Ala Phe Leu
133
Asn Giu
1380

Lew Leun

Trp Pro Leu

Ala Sar
1365

Gly Leu Leu

Ser
Ala GCly
1280
Asp Leu Glu Leu Glu
1385

Glu Ile Ser Gly Ser

Ser Glu Met Val

Thr Trp Ile
985
Trp Fro

1000

Lys

Lys Ser His

Iie Pro Lys
5

Arg Pro Gly Tyr Tyr
1035
Asp Phe

Leu Glu Met

1050
Glu Asn Cys
1065
Gly Lys Leu
i080
Leu Arg
5

Fro

Gly Asn

Ile Thr

-,

Tyr Arg Gly

Leu Glu Lys
1115
Gln Ile

Lys

@ly His Gly
1130
Phe Leu Glu Glu
1145

Leu Lieu Val

Leu

Ile
1160
Ser Phe
L

Thr

Ala

Arg Asp Leu
Asp Ile
1185
Val Arg
1210

Torg 2]n

Gly

Phe

Ile F

Met val

Ala Val Thr
1275

Ala

Ile
Gln Asn
1280
Pro

Trp

Ser Leu Leu

13405

Leu Ala Leu T

Lz Ser Arg
5

Ala
1355

Ile

Tle Met Val

Asn Asp Pro

1370
Thr val Cys Tyr Val
1385
Z2rg Ala Thr Asp Val
1400

Ser Pro Ile Leu Ser

114

ald-

.Ben Phe
1620

1340

“Lyg" ATRVEEE “Plie

250
Thr Leu
1005

Trp Ser
Rla Gly

Thr Gln Thr Ala
104c¢

Cys Glu

1055

Pro

Asp Phe

Gly Ser
1070

Trp

Arg

Elu
1085
Glu Asp

Cys Cys

Gly Cys

1100

Glu Glu Len
112¢

Ser

Asn

Fhe
1135
Arg Thr

Asp Asn

Met Leun

1150
Val Ser PBhe
1lss
Gly

Val

Arg Val Met

1180

Met Gly val
Ala
1215

Thr

Thr Phe

Met
1230
Thr Ile
1Z45

Leu Lys Met

1286

Met Ala TIle Leu
128(
Ser Cys
1295
Ser Ser

Gly Leu

Lys Lys

Val Ser
136C
Met Thr Gly Pro

1375
Thr Gly Arg
1380

Trp Asp Asp

Leu

Lys
1405
Ile Thr Ile Ser



1410

Glu Asp Gly Ser Met Ser Ile

1425

Thr Ile Leu Ile Arg Thr Gly
Val Ser Ile Pro Ile Thr Ala

Lys Gln Arg Ala @ly Val Leu

Gly Lys

1490
Ile Leu
1505
Phe His

@ly Lys

Ser Tyr
val
1570
Gln Thr
1585
val

3lu

Ser

Lys Lys

Ser Gly

Asn
1880

Met

Asp
Ile

1665
Aia Iie
Ala
Leu
Arg
Leu

1745

rla
Thr
Pro Pro
Glu

1810
Val

Asp

Ty
iy

1825
Lys Thr

ES 26773

1415
1430

1445

1460

1475
Ala Glu

Gly Tyr

Thr Met

Arg Il=

Trp

48 T3

1480

Leu Glu Asp
1435
Ser Gln Tle Gly
1510
Trp His val
i525
Glu Pro Ser

Gly

Thr

Trp

1540

Gly G
1555

Gln Val

ly

Lys Pro
Leu Asp

Gly Lys

Lau
1560
Glu

Gly Trp Lys

Leu Ala Leu
1575

Gly Leu Phe
155D

Bhe Ser
1605
Val

Arg

Pro Gly

Val Gly Leu

1620

Ala Tyr
1635
Pro Glu

Asp Leu

al Arg

Thr Aryg
1700
Ile Arg
17158
Ile Val

Ile

Thr
Glu
1780
@ly Ber
1785
Elu

Val

Arg
Thr 2

Gly

_His

Val Ala Ile
1640

Asp

Ser

Ile Glu Asp

16ES

Pro Gly Ala
1670

Giu Ala

1685

Val

Ty

Ala

Phe
1800
Pro Glu
1815

Gly Lys

Pro
Ile

Towe
VS
1830
Tie Ala Ala

1845

115

Ala Tyr Arg Ile
1500
Ala Gly Val Tyr
1518
Arg @ly Ala Val
1530
Bla Asp Val Lys
1545
Glu Gly Glu Trp
Pro Gly Lys Asn
1580
Asn Thr Gly
1595
Ser Gly
1610
Gly

Thr

Thr Ser

Tyx Asn
1625
Ala

Gly

Gln Thr Glu

Ile Phe Arg Lvs
1860
Thr Lys
1875

Leu Arg

Gly

L Glu Glu

Arg Ala
Fhe
1740
Leu Ile
1735

Thr

___________ Ve
-

Ala
1785
Pro Gln

Phe
Asn

Asn

1820
T+ Phe

a0 AR

1835
Arg Lys

Trp

1850

1428
Asn Glu Glu Glu
1435
Leu Val Ile Ser
1450

2la Trp Tyr Leu
1465

Asp Val Pro Ser

Glu Gln Thr Leu
1440
Gly Leu Phe Pro
1455
Trp 3lu Val Lys
1470
Pro Pro Pro Val
1485
Lys Gln Lys Gly
Lys Glu @ly Thr
1520
His Lys
1535
Leu Ile

Leu Met

Lys Asp
1550
Lys Glu Gly Glu
1565
Pro Arg Ala val
Thr Ile Gly Ala
1800
Ile Val Asp
1615
Val Thr Arg
1630
Ser

Pro
Val

Lys Ile Glu
1645

Arg Arg Leu Thr

bPreo
1680
eu

Arg Tyr Leu

Thr

H
[l

ie
[y

5

9
W

[

i

2Aia Leu
1710

Hig

jr

g
=

[

gL
1728
Thr Met

Thr Gly
Aryg Dbeu

Met

Thr
1780
Ala Pro Ile Met
18058
ger @Gly His Glu
Val Pro Ber Ile

1840
Gly Lys Arg

1855

Asn



Val Ile Gln Leu Ser

18690

Arg Thr Asn Asp

1875

Gly Ala Asn

1820

Lys Pro
1805

Pro Met

Trp

Phe Lys

Val Ile Leu

Pre val Thr

1825

Pro
1540
Asn Asp

Gly Arg Asn Arg
Glu
1955

Asp

Pro Leu

Leu Leu Asn Ile

1870
Glu Pro Glu
1885

Arg

Arg Glu

Gly Glu Ala Arg

2065

Leu Pro Val Leu

Trp
2020
Ala App Arg Arg

2035
@lu Asn Val
2050

Leu Lys

Trp
Glu

BPro Arg

Leu Lys Glu Phe

2085

Tl

[

2100
Asp

Thr

kla Arg Ala
2115
Ala Gly Gly Ala
Z130
Leu Glu Thr
2145

Ile Phe

Liysa

Leu Leun

Leu Phe Leun

2165

Gly Met Ile

Cys Cys

2180
His Trp

Ile Gln Pro

S ne
e o ad

Ile Val Leu Lieu Ile
2210

Asn Gln

2225

Thr Metb

Leu Thr Tyr

hsn Glu

2245

Asn Ile=
2260

Gly Leu Gly
Leu
2275
Tle Thr Pro

Ile Asp

Thr Phe

Arg Pro Bla Ser
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Arg Lys Thr Phe Asp
1865
Phe Val val Thr
1880
Glu Arg val Ile
1885

Asp Gly Glu Glu

Lsp
Ala

Thr

1810

Hig Ser Ser Ala Ala

193¢

Glu Asn Asp Gln
1845

Agp Cys Ala His
1960

Thr Pro Gliu

1875

Val

Aen

Glu

Asn Gly

Lys Ile
1590
Lys Thr

Asp Ala
Phe Val Asp
2010
Zla Lys val Ala
2025
Zsp Gly
20460
Ile Trp

Tyr

Phe Thr

Cys

Val Glu
2055

Leu Asp Ala

Thr

Trp
2070
Lys

Arg

Glu Phe Ala Ala

2090

Toman

laEET]
F did e

p W
b e e

AT e oo
Fi I

R S
2105
Agn Leu Ala
2120
Hig Ala

Leu Asp

Asn Leu
2135
Leu

Tvr

Leu Thr Leu Leu
2150
Met Ser Gly Arg Gly
2170
Ala Ser 1le
2185

Ala Ser

Il N alal
A

Pro

Ile Thr

Ile Ala Ile

Pro Glu Glu
2215

Val Ile

2230

Met Gly

Jle Ala Ile
Glu
2250

Fro

Phe Leu

Ala Thr Gln
2265
Ala Trp Thr
2280

Met Leu Arg His Ser

116

1870
Thr Asp Tle Ser Glu
1885
Zsp Pro Arg Bryg Cys
1200
Arg Val
1915
Gln

Ile Leu Ala

Arg Arg Gly Arg

Met
Met
Gly

1824
Tle

1835

Tyr Ile

Tvr Met Gly
1850

Glu Ala

1865

Pro Ser

Lys Lys

Iie Leu
1580
Gly Glu Tyr Arg
1985

Leun Met

Arg Arg Gly

Glu

Met

Phe

20158

Ala Gly Ile Asn

2030
Asn Gln Ile
2045

Gly

Arg Asn
Glu
2060
Tyr Ser

Lys Glu Arg
Ile
2075

Gly

Pro

Arg Leu

2095

Mle ne

Tt
Aane

2110

val His Thr Ala
2125

Leu Pro Glu

Leu

Glu
2140
Thr Val

Ser

Ala
2155
Met Gly

Iys Mekt Thr

2175

Leu Leu Tyr Ala

2190

Tle Leu Phe Phe

@ln Arg Gln

2220

Letn Thr vVal val Ala

2235

Lys Thr Lys Lys Asp

2253

Glu Ile

TN
N

Val aAlza

Ser Asn Leu
Ala
2285

Asn Ser Ser

Leu Tyr

Ile Glu

Thr Gly Gl

Tyr
Leu
Lys
Leu

208(
Thr

27

Gln
Leu
ABD
Ala
2241
Leu
Asp

Thr

Val



2280
Asn Val SBer
2305
Leu Gly Lys

Leu Ala Ile

Ala Leu Leu
2355

Gln Ala ILiys
2370

Met Lys
2385
Ile

Asn

Pro Tyr

Leu Val Leu
GElu

AT
P )

Len

Cys

AT R
e = ]

Glu Gly
2450

Asn Ile

hen

Ala
2485
Ser Ile Met

Gly Glu Thr
Ser Glu

2515
Thr Leu

=ty

P v

Val

Lys
Arg
ala

2545
Leu Val Thr

ar

Gly Trp Ser
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2285 2300

Leu Thr Ala Ile Ala Asn Glp Ala Thr Val Leu Met Gly

2310 2315

Gly Trp Pro Leu Ser Lys Met Asp Ile

Gly
2340
Leu
Bla
Pro
Asp
Cys
2420
Ala
Pro
Phe
Lys
Leun
2500

Phe

Ala

Pro

Tyr
2580

2325
Cys

Leu
Thr
Thr
Pro
2405
Val
Leu
Gly
Arg
Asn
2485

Gly

Gln

Lys Gl

al
clu
25865
TvE

Gly Leu Thr Lys Gly

2585

Thr Tyr Gly Trp Asn

2610
Phe val

Asn
2875
Arg Liys
2690

Mleee TFd o
LALL 1l

Leu

ar
2705
Sexr Ser Val

2660
Pro

Pro Pro Glu

TR M L
Lo ASll FLW

2645

val Glu Asn Trp

Tyr
Gly

M=

F-
[

Met
2725

}f.

2330

Tyr Ser Gln Val Asn
2345

Val Ala Hig Tyr
2360

Arg Glu Ala
2378

Vval Asp
2380
Lys

Pro Ile

aAla Ile Jle

Gln Lys Arg Ala
2380

val Tle

2385

Leu

Gly Ile Thr

The Gln
2410
Met

Glu Lys Gly

@ln Val Leu Met

2425
Thr

Thr Arg
Ala
2
Trp Asn

Thr Leu @ly Pro Val

AAN
I

Phe
2455
Ser Tyr

Thr Thr ile
2460

Ala

Arg
Gly Ala
2470
Thr

Leu Gly

2475

Thr Ser Thr arg Arg Gly

2450

Glu Lys Ser Leu

25085
Lya

Arg

Ile Ser Ile

Leu vVal
2585

His Glu

Cys

Gly F Sly Pro
2800

val Arg Leu

2615

Cvys

Lieu Gln Ser Gly
2620
Leu Cys
2635

[T
sl

Lys Thr Leu

2630

-t
LILE

Asp

Gly
2650
Asn Thr

R T L IR N
Vel riud sstbtea

Lsn Asn
2665
Ser Vval Ile
2680

Leu vVal Arg

Leu

Met Pro Glu

Ala
26585

Trp

Gly Asn

E3a

¥

YL
2710
Ile Ser Arg Met Leu
2730

m. | T rew -
1 gl Ser Azn

2715
Ile Z=n

117

Gly Val Pro

2335

Thr Leu Thr
2350

Gly Pro Gly

2365

Ala Ala Gly

Asp Leu Asp

Gln Val Met
2415

Thr Trp

2430

Thr Leu

Thr

Ser
2445
Ala val Ser

Gly Leu Leu

Thr Gly Asn
2495
Ala Leu
2510
@lu val

Agn

Gln
2525

Glu val
25380
Pro Met

Arg

Ile
2605
Val Rsp Val

ASD _Gly

val
2655
Val

@lu Thr

L
LLE

Arg Phe Thr

2735

2320
Leu

Rla
Lien
Ile
Pro
2400
Leun
Ala
Irp
Met
Che

2480
Ile

Lys
Ser
Phe
@iu
2640
HT=TVY
Lys

Leu

Aryg Asn

ral
2720
Met



ES 2677 348 T3

Arg His Lys Lys Ala Thr Tyr Glu Pro Asp Val Asp Tel Gl¥ Ser Giy
2740 2745 2750
Thr Arg Asn Ile Gly Tle Glu Ser Glu Thr Pro Asn Leu Asp Ile Ile
2755 2760 2765
Gly Lys Arg Ile Glu Lys Ile Lys Gln Glu His Glu Thr Ser Trp His
2770 2775 2780
Tyr Asp Gln Asp Hig Pro Tyr Lys Thr Trp Ala Tyr His Gly Ser Tyr
2785 2750 27895 ZB0O
Glu Thr Lys Gln Thr GIly Ser Ala Ser Ser Met Val Asn Gly Val Val
2805 2810 2815
Arg Leu Leu Thr Lys Pro Trp Asp Val val Pro Met Val Thr Gln Met
2820 2825 2830
Ala Met Thr Asp Thr Thr Pro Phe Gly Gln Gln Arg Val Phe Lys Glu
2835 2840 2845
Lys Val Asp Thr Arg Thr Gln Glu Proc Lys Glu Gily Thr Lys Lys Leu
2850 28E5 2850
Met Lys Ile Thr Ala Glu Trp Leu Trp Lys Glu Leu Gly Lys Lys Lys
2B&5 2870 2875 2880
Thr Pro Arg Met Cys Thr Arg Glu Glu Phe Thr Lys Lys Val Arg Ser
2885 2890 2885
Asn BRla Ala Leu Gly Ala Ile Phe Thr aAsp Glu Asn Lys Trp Lys Ser
29200 2905 2910
&la Arg Glu Ala Val Glu Asp Ser Arg Phe Trp Glu Leu Val Asp Lys
2815 2820 2925
Glu Arg Asn Deu His Leu Glu Gly Lys Cys Glu Thr Cys Val Tyr Asn
2930 2835 25840
Met Met Gly Lys Arg Glu Lys Lys Leu Gly Glu Phe Gly Lys Ala Lys
2945 2850 2855 28960
Gly Ser Arg Ala Ile Trp Tyxr Met Trp Leu Gly Aila Arg Phe Leu Glu
2965 2870 2575

The Olu Alz Leu ly DPhe Ten

?lu 2ro Hig Trp Phe RBer Avrg Glu
25980 2385 2980
Asn Ser Leu Ser Gly val Glu &ly Glu Gly Leu His Lys Leu Gly Tyr
2395 3000 3005
Ile Leu Arg Glu Val Ser Lys Lys Glu Gly Gly Ala Met Tyr Ala Asp
3010 301z 3620
Asp Thr Ala Gly Trp Aep Thr Arg Ile Thr Ile Glu Asp Leu Lys Asn
3025 3030 3035 3040
Glu Glu Met Ile Thr Asn His Met Ala Gly Glu His Dys Lys Leu Ala
3045 3050 3055
@lu Ala Ile Phe Lys Leu Thr Tyr Gln Asn Lys Val Val Arg Val Gln
3060 30865 3470
Arg Pro Thr Pro Arg Gly Thr Val Met Asp Ile Ile Ser Arg Arg Asp
3C7E 31080 3088
Gln Arg @iy Ser Gly Gln Val Gly Thr Tyr Gly Leu Asn Thr Phe
1090 3055 3100
Asn Met Glu Ala Gln Leu Yle Arg Gln Met Glu Gly Glu Gly Ile Phe
3105 3110 3115 3120
Lys Ser Ile Gln Hies Leu Thr Ala Ser Glu Glu Ile Ala Val Gln Asp
3125 3130 3135
Trp Leu Val Rrg Val Gly Arg Glu Arg Leu Ser Arg Met Ala Ile Ser
2140 3145 2150
Gly Asp Rsp Cys Val Val Lys Pro Leu Asp Bsp Arg Phe Zla Arg Ala
3155 3le0 3165
Leu Thr Ala Leu Asn Asp Met Gly Lys Val BArg Lys Asp Ile Glmn Gin

]
-
H

118



10

3170
Trp Glu Pro
31B5
Ser His His

Val Pro Cys

Gln Gly Alz
3235

Tyr Ala Gln
3250

Leu Ala
3265
Thr

Ala

Ser Arg

Thr Glu Asp
Met
3315
Gly

Pro Trp
Leu
3330
Ser Arg

TyTr

Thr
3345
Val Arg Ser

Met Lys Arg

<210> 48

<211> 15153

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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3175

3180

Ser Arg Gly Trp Asn Asp Trp Thr Gln Val Pro Phe Cys

3120

31385

3200

Phe His Glu Leu Ile Met Lys Asp Gly Arg Thr Leu Val

3205

Arg Asn Gln Asp Glu Leu

3220 3225

Gly Trp Ser Leu Arg Glu
3240

Trp Ser Leu Met Tyr

3285

Ala Ile Cys
3270

Thr Trp Ser

3285
Leu Thr Val

Met

Asn Ser Ala

Thr Ile His
Met
3300
3lu

Trp Asn

3305
Pro Val
3320
Gln

asp Lys Thr

Arg Glu Asp
3335
Thr Trp Ala Lys
33590
Ile Gly Asn Glu Glu
3365
Arg Arg Glu Glu

Lys Trp

ala Asn
Len

Glu
3385

FPhe
3380

<223> Plasmido p3 del dengue 3

<400> 48

3210 3215
Ile Gly Arg Ala Arg Ile
3230
Thr Ala Cys Leu Gly Lys
3245

Ser

Ser

Phe His Arg Arg Asp Leu Arg

3260
Vval Pro Ser
3275
Ala Ser His
3250
Arg

His Trp Ile

Glu Trp Met
3285
Val Trp Ile
3310
Glu Glu Glu
3325

Leu Ile

Ser Trp Ile

Gly Ser
3340

Gln Thr Ala Ile

3355

Thr Asp Tyr Het

Cys
Ile

Pro
3375

Trp

Tvr
3370
Glu Ala Gly Val Leu

3330

agttgttagt
tactgacagt
saaaccgtct
ggcgaagaga
gttcataget

Sogracottt

aaacatgetyg
acragcaaca
gaagaatgaa
actcatagce
cattactgaa
gacctacgga
agectccccat
agottggaga
actageccta
catactacta
agattttgtyg

ctacgtyggac
tttttattag
atcaatatge
ttotecaagay
ttectcagat
zzgazagtogg
agcattatca
cttgebttec
agaggaaaat
atggatttgg
gtggagooty
acgtgcaate
gteggeatgg
caggtogaga
tttettgeeco
atgetguatea
gaaggcctat

cgacaagaac
agagcagatc
tgaaacgcgt
gactgctgaa
ttctagcoat
cgoggctattaz
acagacggaa
acttgactto
ccctagtttt
gagagatgtg
aagacattga
aagctagaga
gactggacac
agotagacac
attacatagg
ccceatocat
caggagctac

agtttcgact
tetgatgaac
gagazaccgt
cggecalgyga
Lecaccgaca
gotootasga
azagacatcyg
acgagatgga
taagacagcce
tgatgacacg
ctgetggtge
gcacagacgc
acgcacocoaa
atggoecttt
cackttcettyg
gacaatgaga
gtgggttgac

119

cggaagcttg
aaccaacgga
gtgtcaactg
ccaatgaaat
gcaggagtcot
agottoaacga

ctctgectaa
gagccgogea
tctggaatea
gtecacctaca
aaccttacat
gacaaaagat
acctggatgt
adgcacocayg
acccagaaag
tgegtyggag
gtggtgeteg

cttaacgtag
aaaagacggg
gatecacagtt
tggttatggc
tggctagatyg
aggagatobo
tgatgavgtt
tgattgtggg
acatgtgcac
aatgecccect
cgacatggat
cggtggegtt
cggetgaagy
ggtteacaat
tggttattit
taggaaacad
agcacdggtgg

Pro
3280
Thr
Leu @lu Asn
Pro
Gly Leu
Asn Gln

3360
Ser

60
120
l8¢
240
3G
360
480
548
600
660
720
780
840
SQ¢
260
1020



gtgtgtgact
ggcracccaa
aaccgactca
ccacgtgtge
caagggaagc
agtgocageat
ccaggtggga
tgaagceate
agatttcaat
atggtttttte
gaataagaza
agtcocttgga
gacctocagga
attggaactc
agtctcecgaa
accttgcaag
gatcacagct
tccttttggog
gtacaagaa

catggccate
attaggaaaa
ctoctggata
aaacactagt
cgtggtgceaa
aagtggaatt
agactcccece
aatcaggtcg
ctacatatta
cttagagcaa
aacatgggga
tgggocaaac
agattacggg
ccaactatgt
cgacatggge
cctecatagag
gctagagagt
caggccogga
cttcaactat
atcactgaga
tacactteoct
acceattaat
ggtggataac
aggaazakttt

G gy ey plr s e i

- -
A e b bk g e e b L

cteotgacaga
geeatttttg
gggagttggy
gaatggaata
actatggacyg
ctggagaaca
gageatgagg
accacttttt
gggggtgatg
gaecatgget
cacgtcagea

accatggeta
ctggegacec
aggtgcceca
aagcacacat
ctggtaacat
gagaacctea
aatgaaacgc
ttacctgaak
gaaatgattt
gacctaccth
gagcttottg
togecaagagy
ggracaagta
aaggggatga
acgecaacaty
atteootttet
aacccagtgy
gaaagcaakta
ggaagotoga
ttgggagaca
atggtgeacc
atgaaaattyg
atgagecttta
getgacatgy
ttegheacta
aaaagactgg
acaaccagaa
tgggaaaaca
aggaaaagaa
aaggogaaga
aczoozgact
ttocggagtet
gaccacagga
tattggatag
gtazaaacct
gacacgatca
taccacaccc
tgtgaaggasa
acaacaacag
ccectgegat
Jagaaagaag
ttoacaatgyg
gggaaaaagc
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agaacaagcc
taaggaaact

cocaagggga
acgtggacayg
gegegaaatt
aatacaccgt
agggagtcac
atggaaccct
tgttgacaat
tacecatggac
tgacattcaa
gagcaatgca
tttttgeoog
getatgoaat
ggacaatact
¢cacggagga
tgaccaagaa
tagtaattgg
ttgggaagat

cagcoctggga
aaatatttgg

gaataggtgt
gctgoattgt
ggtgtgtcat
atgaggtcca
cgacageccat
tggagasacct
acatcaaatt
cactaacacc
tagtgacagc
steoaastge
tcacaactaa
taatgtegge
azageccaaaa
gcacatggoo
tecrcasagayg
aaacggcagyg
caacagttgt
tgtcagggaa
acatgggaga
agaacatggt
gtgtettgtg
acatgattge

e iR e Rideteto e

taagatgga
atgggaatyy
getttgggat
ttggecatgy
actttaggae
gcattagtct
goccacectga
aaaacagatt
attttoaget
gectgttggac
ggaccattag
gacctcactg

sagacatgge
gogtcactta
tecttcctgag
caacaacgtt
teatggetct
ccctaatgtyg
ttttagcegyg
ggcteccaat

toszamzatan
Loaasgalac

ctgtgagktat

tggetggggy
tagaaaaagc

cacgaetggat
atgtattgag
agegattita
aggetgggga
tecaatgtttg
catcatcaca
ggctgagata
tgggctagaa
gazgaacaaa
atcaggagct
aaacgeacat
cacagcactg
gcacttaaaa
gtgcttgaat
catcaaggtt
tggacaaggg
ggaggagcct
aattggagac
gttcgaggoc
ctttggatca
aagtgcttac
ccttttaace
gataggaate
aaactggaaa
cacctggaca
tgecaggeget
cttgtaggaag
aacggtagtt
aczacecatyg
toaaacacaa

catatggctg
agecgttaag
gaatggaagt
asaatcacac
tctggetggt
acoctggeac
catcacagaa
gttgatacac
agacggetyge
agagtcttta
tttggecaate
aggggttetce

e e e ey
Sealalilel

cctageatty
gaaactgaca
acaactgcca
taaattaata
tteaaataca
aatttetott
ggetgtggea
gotczaaagy
tctagetagt
gttogetgata
agcagatgtg

120

atagageteg
ggasaaatta
cctgaggage
aacggttgtg
gaatcaatag
gtgcacacayg
acaccocagyg
tgotcaccas
gcatggatgg
acaacagaaa
geazaaaage
acaggagcta
tgtagactca
gcetttgtgt
gagtacaazag
aaagcccaca
gtcaatattg
aaagccttga
acigcragadg
gtaggtggtg
acagecctat
tagatagygt
attacactet
ggcaaagaac
gagoaataca
tgggagaatyg
caaatagcca
gtgggtgata
gaactaaaat
aattocctcett

trororanbkobtob
TeEITTTOTO T

aaactccocgag
gatgagaggg
tggaagotag
acteottitgga
cccatttoge
ttaggaaaat
aattgtggga
gaatgghtgtt
tggtatggeca
gtetcageay
cttettgaag
ttcacgtttg

=
ztaalbtgattg

attgcaacat
tctagagaaa
gaggacattg
acacaatitg
attttecacgt
ttgecagtgt
getatgggag
agaagetgge
tctctectta
gegtgetacy
acatgggagg

agaagaccga
ccaacgtaac
aggaccagaa
gtttgtttgg
agggaaaagt
gagatcaaca
catcaaccgt
ggacaggttt
tacatagaca
caccaacctyg
aagaagtagt
cagagatcca
agatggacaa
tgaagaaaga
gggaagatge
atggcagact
aggcagaacc
aaatcaactyg
gtgcaaggcg
ttttaaatte
ttagtggagt
tgaattcaaa
atectgggagce
teasatgtgg
aatttcaagc
gagtgtgegy
atgaactgaa
taaktagggt
attcatggaa
tcataataga

fetatnd-Teinhnlwlel:
agatgtacac
ccgtacacge
aaaaggcate
gcaatggtgt
aacacaacta
tggagctoaga
caagaggeoce
googetegtg
tggasattag
ggagtggaaa
aggtgatgag
tactccttct
gotorcancge
ttaazattoa
atttattgtt
aazzaatggce
aaacatacca
tgactgttge
geoagtotEc
ttecaccoct
cactgantga
ggaatgacgt
tecataactgg
aagagactga

1080
1140
1206
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
leB0O
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2180
2220
2280
2340
2400
2460
25206
2580
2640
2700
2760
2820

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3360
3360
3420
3480
3540
3600

TEEn
et

3720
3780
3840
3800
38690
4020
4080
4140
4200
4260
4320



gcaaacagga
aaaagatgat
gtcaggcatt
gcaaacecaa
agaactggaa
gggagttaga
agtgttgaca
gatttcatac
ggttattgec
ccagacaaca
atctcceate
aaagaatggt
accagagttg
cgggtcagga
¢htaaggact
gaaagggctc
gattgttgat
tecaaactac
ggctagaggg
agccacacoe
agaaagagac
cgggaagacyg
gcggaaaaat
aaagactaaa
caatttcaaa
agacggaceo
gcaaaggaga
gggccageocc
agacaacata
gtocagoccgeo
achoatgacy
caaatataca
gaatatggat
gcttgatgee
tggtagaaay
agctcacaga
cgggagggoec
cetgggacte
gattggaaag
ggctgatgtc
gttacttata
cgtgataggo
aaccacaaag
Lttggatgtyg
aataacacca
tatagccaac
ggacttaggec
cacagoggca
aaaagccact

ggatgggata
actaggacag

atcacctggg
gagctattta
gagadgggaca

gtgtcccaca
gagactgaga
tttececatact
agatecggtg
gaaggggtit
gtacaaaaag
cacaatagga
ggaggaggat
gtagagoctyg
acaggggaga
ataaacagag
ggctatgtca
gaagaagaga
gagacgegga
ctaattttgg
ccaataaggt
ctaatgkgee
aacttgataa
tacatatcaa
ccbggaacag
ataccagaac
gtgtggtttyg
ggasalasgg
ctaaatgatt
goagacagag
gagcgegtga
gggagagttg
ctcaataatg
aacacaccag
atagacggcyg
aggggtgane
gatagaaagt
gtggaaatct
cgcactbatt
tcaattgecc
acgagaaaty
tacaggcatg
atgatcctgt
acttcaatag
coactccaat
ccagaaccag
atacteoacac
agagatttag
atgttgagac
caggcagtgg
gtgccactat
gttectectge
cgtgaagcota
atgacaatag
gttatgotee
totgangeto
aagttotgga
graggagetg
gggtcacagg
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atttaatgat
acatcttaac
ccataccege
tcctatggga
ataggatcaa
aaggagtttt
aaagactgga
ggaaattgag
gyaagaacec
taggagegat
agggaaaggt
gtggazatage
tgttcaaaaa
aatatcttce
cacraacaag
atcaaacaac
acgcaacgtt
taatggatga
ctegtgtzgg
ctgatgeoett
gctocatggaa
teecctageat
tcattcaact
gggactttgt
tgategacce
tectggcgag
gcaggaaccc
atgaagacca
aagggatcat
aataccgcet
tocoaottba
gogtgttttga
ggacazagga
cagatcectt
ttgatetcgt
ccotggacaa
cagtggagga
taacaggtgg
gactecattbg
ggategegte
azaageagay
tggctgecaat
gaatgtecaa
cagnatoa

ataccataga
tectgatgog
tggeactggy
tagtcacgeca
aaazaaggac
acctagatco
tggttetgty
taaccctage
acaccacgat
ggctigecttt
gtgaaacctt

cacagttgat
agtgettttag
aacactattyg
cgtteccage
gcagcaagga
ccacaccatg
accaaactay
tgcacaatgg
aaagaacttt
tgecactggac
actgggattyg
acaaagasaat
gcgaaatcta
agctattgtt
ggtagtitgca
tgcaacaaaa
cacaatgcgt
ggcteatite
aatgggagag
tocctcagage
ttcaggeaat
caaagctgga
tagtaggaag
gotgacaaca
aagaagatgt
accaatgeca
acazaaagaa
tgekteactgg
acecagcetetg
gaagggtgag
gotagpasat
tggagaacge
aggagaaaay
agcgctoaag
gacagaaata
tcectyggtgatg
actaccagaa
agcaaktgett
tgtagetger
tgccatagte
aactcocccaa
agtagcagce
rRgaaccagyge
chogacaths
gaattccaca
tttagacaaa
ttgttattca
ttatgotatt
agcebtgetgga
tgtaatatac
tgcagttcaa
cacaggaceca
agctgttteg
ttetatcatg
gggagaaaag
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gacgatggaa

aaaacageat
gtetggeaca
cecocccagaga
atttttgaga
tggcacgtca
getagegbga
czaaaagday
caaaccatge
ttcaageceotyg
tatggcaaty
gcagaaccay
accataatgg
agagaggcaa
goctgagatgy
tctgaacaca
ttgetgtoac
acagacccag
gcagecgeas
aacgcetecaa
gaatggatta
aatgacatag
acttttgaca
gacatticag
ctcaagcrag
gtecaccgtag
aatgaccaat
acagaagcaa
tttgaaccag
teocagganga
apagtacoal
aacaatcaaa
aaaaaattga
gaattcaagg
ggaagagtgc
ttgcacasgt
acaatggaaa
Hhak ool o

tccageggta
ctggagtttt
gacaatcaac
aatgaaatbtgg
gttgtttote
tacmatabon
gcaaatgtgt
ggatggeega
caagtgaace
ataggtccag
ataatgaaga
gattcaaaat
cttttgttaa
ataacaacac
atggegaaca
aaatcagkttg
tggaaaaaga

caatgagaat
tactaatagt
cttggcaaaz
cacagaaaga
aaacccaagt
caagaggagc
aaaaagatct
aggaggtgca
caggcattit
gaactteoagy
gagtggtcac
acggacegac
atctecatceo
toczagagacyg
aagaagcatt
cagggagagza
cagtcagggt
ccagtatage
tttteatgac
ttcaagatga
cegactttge
caaactgett
cagaatatca
aaatgggagc
tgatittgac
cgagogetge
acatatteat
aaatgctgct
aaagggagaa
ccttegtoga
cagapaaggat
tittagagaa
gacctaggtg
actttacgge
cttecacactt
cagaacatgg
cactcttact
caggtaaagy
tgEtatggat
ttatgatggt
togeatatgt
gactgttgga
caaccageia
coacascagh
coctggcageo
tatcgaaaat
cactaactet
gattgcagge
atccaacggt
ttgaaaagca
tgagaacatc
totgggaagg
tetttagagg
gaacaggaaa
aattgaateca

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4820
4980
5040
5160
5160
5420
BE280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5760
5760
5820
5880
5940
5000
6080
6120
6lg0
6240
6300
6360
6420
£480
€540
£600
8RB0
6720
6780
6840
€900
s5e80
TG20
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620



attaccccgy
agaagcoaaa
cgcaagactt
cttaggetgt
agtgoegagga
cggatggaac
gtgtgatact
cagaagccata
taaagktatty
acatggagga
gatatctaat
taacagatte
dgggacccoga
aataagaagy
taaaacgtgg
gataaatygga
gatggcaatg
caccaggaca
getttggaga
agaaaaggta
cagbgotaga
actccacaaa
gaaacttgga
agccagatac
tygaaaactat
agacatttce
aagaataaca
acacaggcay
tcaacgacca
cagtggacag
cagacasatyg
agagaagaaa
catcagaggg
tgccctgaat
atggcatgat
agatggaaga
aatctctcaa

caaatotogy
atgttoagea
tcaccalcayg
ggataatcca
agugaadaga
ggoccagaac
Fotggantac

tggtaaacy
gaagaagctg
aaagccacgg
ggaggctgca
coeteocaty
caaaggacta
gagaccagag
gataggtgety
gtttggtatg
catgttgtge
ggecgcagtg

[

aaagagtitty
gaagggttga
caatggtteg
g9aagaggay
tacacaaaag
atagtcaagt
ctatbtgtgtg
agagtcttga
aaccehtaca
atgctitgtga
gogcacaggea
acaatgacac
catgteaaty
ateaaggadgyg
gcttaccatyg
gtegtgaaac
acggatacaa
ccecagacecta
accctgggaa
agaaccaacyg
gchgectygttyg
ttgggeaagt
gagttiggea
cttgagttceg
tacagtggag
aagatacccg
gaagatgacce
ttagcaaacg
actccaaagg
gtgggaactt
gaaggagaaq
gttacacaat
gatgattgog
gacatgggaa
tggcaacagqg
aagttggtag
ggagcaggat
actotoatat
gtaccagtoc
tggatgagtsa
tggatggaag
gaagaccaat
atacttacgy
atgocthcegs
taggaagtga
Egecagcetgt
tttgagcaaa
sactgtggaa
acacaacgca
gaggttagay
atecectgetgt
ttgaatcaac
gotteatica
aaaazagogy
ttatcactca
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acctttacaa
aaagaggada
tggagagasaa
getggteata
gcggtccagg
taatgagtgg
acattggaga
agatggttga
tgecaactgt
gaaatcecact
atategttte
ataggagacc
cggaaccaga
agcatagttce
gatcctatga
tcctecacgaa
cceccattegg
tgccaggaac
ggaacaaaag
cagetatggg
aggatgaaga
gtggaagetyg
aagcaaaagg
aagcactegg
tagaaggaga
gaggagctat
tgcacaatga
ctatattcaa
gcacggtaat
atggtotgaa
agrgtgttogte
ggttggaaac
tggtgaaacc
aagttaggaa
tgocttteotg

tocctigeag
ggagcottag
actttcacag
attgggtccc
cagaagacat
acaaaactec
ggtgeggatc
caatccaaca
tgaagagatt
gagccecgte
cegtgetgoeo
gctgtacgea
gcagegygggce
gagaccecce
ctecteoagea
aggtbetggt
getoeagtic
ttagetectt
tggttatgge

gaaatcogga
aataacacac
catggteate
ttattgtgea
acatgaagaa
zaaggatgtg
atcttcacca
accatggeta
gattgageac
ctcacgaaac
tteagtcaac
caccatagag
aacacccaac
aacatggcac
agttaaggecc
accatgggat
ccagcaaagy
aagaaaggtt
acccagatta
cgoogtiitt
attctggaaa
cgtttacaac
cagtagagcc
attcttaaat
aggactgecac
gtatgctgat
ggaaaaaaktc
gctcacatac
ggacatcata
tacattcace
Jaaggcacanc
zaaaggagtg
aattgatgac
ggacatacgl
ctocecaceac
acaetoaggat
agagactgca
pagagatott
cacaagcaga
gcttactgte
agtcaazacc
actcattggt
ggtgagaagd
nRggaaggag
aattgrcagg
caaggacgtht
tgtggctecyg
cggtgtagca
cogagotetg
gcaaaktaaaa
tcattccagg
acrggtaggce
ccaacgatcoa
cggtectecg
agcactgeat

122

atcactgaag
catgceghgt
coccgaaggaa
ggactgaaaa
ccagtaccta
ttttatctte
agcccaacayg
aaaaataace
ctagaaagac
toccacgoacy
atggtatoeca
aaagatgtgg
atggatgtca
tatgatgatg
acaggctcag
gtggtgecca
gtttttaaag
atggagatca
tgtacgagag
acagaggaga
ctogtggaca
atgatgggea
atatggtaca
gaagaccatt
aagctgggat
gacacagcectg
acacagcaaa
caaaacaaag
tctaggaaag
azcatggaay
ctogagaaco
gagaggttaa
aggttogoea
caatggcage
tttocatgaat
gaattaateg
tgoctaggga
agactageat
acgacgtggt
tggaacaggy
tgggaagatg
ctocaattecca
ctbtataggca
gaggagtoan
ccaccttaag
adaagaagaa
tegtggggac
gactagaoggt
agggaagetg
acagcatat

cacagaacge
atcgtggigt
aggegagtta
atcgttgtea
aattctotta

tggatagaac
ccagaggceag
gagtcataga
aagttacaga
tgtctacata
cacctgaaaa
tggaagaaayg
agttttgeat
tacaaaggaa
aaatgtactg
gattgctact
atttaggage
ttggggaaayg
azaatceotta
cctocteocat
tggtgacaca
agaaagtgga
cageggaatyg
aggagttcac
accaatggga
gagaacgtga
agagagagaa
tgtggttagg
ggttectegeg
acatcttaag
gttgggacac
tggaccctga
tgutcaaagt
accaasgagyg
coeagtbtaat
nhoatotgot
aaagaatgge
atgoceocctget
catcaaaggy
tgatcatgaa
ggagaycgag
aageoctacge
rcaacgocat
ctattecatge
totggataga
ttceatatcet
gagcaacctyg
atgaagagtt
agggagacah
ccacagtacyg
gtcocaggaoca
gtaaaacchy
tagaggagac
tacctectiyg
gacgctggga
cagaaaatgg
cacgctogte
catgatcecee

gaagtaagtt.

ctgtcatgeoe

Fa-3-1\)
7740
7800
7860
7920
7580
BO4O
8100
8160
8220
8280
B340
2400
8460
8520
85ge
BG40
8700
8760
8820
8880
89490
2000
S060
2120
5180
92440
5200
5360
5420
480
89540
5560

A el o

35660
5720
5780
9840
2800
9960
10020
10080
10140

.

1UA{.UG
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10820



atcecgtaaga
tatgeggega
cagaacttta
cttacogety
atottttact
asagggaata
ttgaagecatt
anataaacaa
aaccattatt
tcaagaattc
agttaaattg
tceteggeac
goctcttgcg
cgctatatge
ttgycecgooeg
tggcgaccac
gogecacaqg
ctogecactt
ceggaggact
acggectcaa
gaccgatgee
ctatcgtege
cagcgetctg
tgtegettge
cuaccaaacyg
gotacgtott
togettecgg
acgaccatca
ctggaccgek
catggattgt
gEagoeggoe
tccaagaatt
gcagaacata
cgttgggtee
ctggeggggt
cgactgoctge
tgtttogtaa
categecagga
gcattgaccc
ctecacaacgt
ctectegttte
agtgaccaaa
aacgcttetg

gettcacoaanc
tgaaaaccte
cgggageaga
catgacccag
cagattgtac
aaatacegca
cggetgegge
ggggataacy
aaggecgegt
cgacgctcaa
cctggaaget
geckttetes

tgeoutttotg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatccea
ttcaccageoyg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggtte
atcatgacat
tcatgtttga
ctaacgcagt
cgtcaccctg
ggatategte
gttgatgcaa
cccagooetyg
accogtootg
tgeagttgct
egggckboatg
gttaggegece
cctactactyg
cttgagagec
cgecacttatg
ggteatttte
ggtattcgga
ttteoggegag
goctggegtte
cggcatoggg
gggacagett
gatcegtcacg
aggcgoaged
vacotoganc
ggagccaatc
tccatcgegt
tggoecacyyyg
tgeccttactg
cgraaaacgt
agtctaggaaa
tgectgeotgge
tgagtgattt
tccagtaacc
atcggtatca
caggaaaaga
gadgaaactca
cacgotaata
tgacacatgce
caageccegtc
tcacgtageg
tgagagtaca
tecaggegete
gagcggtate
caggaaagaa
tgotggaegtt
gteagaggty
cectogtgeg
cttcgggaag
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tgactggtga
ctitgoocgge
tcattggaza
gttcgatgta
tttetgggtg
ggaaatgttg
attgtctecat
cgogeacatt
taacctataa
cagcttatca
caggcaccgt
gatgctgtay
cattocegaca
tttctatgeg
cicgelibege
taggatecctet
ggcgectata
agogettgtt
atcteoottge
ggctgettae
ttcaacccay
actgtatteot
ggcgaggace
atcttgcacy
aagcaggccoca
gogacgcgayg
atgcecocgegt
caaggatcgo
gegatttatg
ctatacchtyg
tgsatgagaay
aattcttgeog
cegecatete
tgcgeatgat
gttagcagaa
ctgegacotyg
cgoggaagtc
tacecctgtag
Etetctggtce
gggcatgttc
ttacccoceat
vegeocttaa
acgagetgga
agorittacecg
agcoctooocgga
agggegegte
atagecggagt
ceatatgcgg
ttoogettee
agctcactca
catgtgagca
cttecatagg
gogaaacoecy
ctectockgtt
cgtggegett

gtacteaace
gtreaacacgg
acgttetteg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tccccgaaaa
aaataggegt
tcgataaget
gtatgaaatc
gecataggett
goatcgecag
cacccgttct
tacttggage
acgocggacg
toegeegacat
teggegtygy
atgcaccatt
taatgcagga
tocagectectt
ttatcatgca
gottbogetg
ccctegetea
ttateogeogy
gectggatgge
tgecaggeoat
tcgoggetet
ccgecktegge
tectgectece
cogoooggoac
gagaactgtg
caguagcogo
cgtgeteotyg

tgaatecaccyg

agogecctge
aacacctaca
ccgecgeato
atcatcagta
gaacagaaat
catggeoege
cgecggatgaa
cagetgecte
gacggicaca
agcgggtgtt
gtatactgge
tgtgaaatac
tcgcteactg
aaggeggtaa
aaaggccage
ctocgeeece
acaggactat
cogacactge
tctcataget

123

aagteattet”
gataataceg
gggcgaaaac
goaccoaact
ggaaggcaas
ctottecttt
atatttgaat
gtgccacctyg
atcacgagga
ttaatgcggt
taacaatgcg
ggttatgceg
tcactatggco
cagagcactg
cactatogac
categtggea
caccgatgag
tatggtggca
cocttgecggeg
gtcgcataayg
ccggtgggeg
actcgtagga
gagogcogacyg
ageccttegte
catggeggeco
cttcoccocoatt
getgteoecagg
taccagccta
gagecacatgg
cgoegttgegt
ctegetaacy
aatgcgecaaa
acgoggogoa
tcgttgagga
atacgecgage
tgaztggtet
acoattatgt
Cctgtattaa
cataccgecea
accegtateg
cceccttaca
tttatcagaa
caggcagaca
geqegtttey
gecttgtetgt
ggcgggtgte
ttaactatge
cgcacagatg
actecgetgeg
tacggttate
aaaaggacag
ctgacgadgca
aaagatacca
cgebtaceygy
cacgetgtag

gadaatagtyg
cgccacatag
totecaaggat
gatctteage
atgcogcaaa
ttoaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cctttegteot
agtttatcac
ctecategtea
gtactgccgg
gtgcetgetgg
toecgaccget
tacgogatoa
gacatcaccg
gzagatcggg
ggeccogtgg
geggigetea
ggagagcgte
cggggeatga
caggtgcegy
atgatcggee
actggtcccg
gacgegcetgg
atgattcttc
caggtagatyg
acttcgaktea
aacgggttay
cgeggtgeat
gattgaccac
coaaccecttg
tetocgggrag
coeggotagg
gaacgtgaag
toggttbtecg
teeggatoty
cgaagogetg
gttgtttacc
tgagoatoot
cggaggcate
geocagacatt
tctgtgaate
gtoatgacgy
aagoggatge
ggggcgeage
ggtatcagaqg
cagtaaggaga
cteggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggegtttece
atacotgteo
gtatcteagt

RN 3=1:1)

11040
111060
11160
11220
1128¢
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11840
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12546
12600
12660
12720
12780
12840

12200
122¢90
134020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13626
13680
13740
13800
13860
13220
13880
14040
14100
14160
14220



10

toggtgtagy
cgctgcgect
ccactggcag
gagttettga
gctectgotga
agcacogety
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgct
gttgcctgac
agtgctgeaa
cagccageoy
totattaatt
gttgttgoca
tttoogggeg

tegttegete
tatccggtaa
cagecactgyg
agtggtggec
agocagkttac
gtageggtag
aagatccttt
ggattbtggt
gaagttttaa
taatcagtga
teecegtegt
tgatacecgeg
gaagggccga
gttgccggga
ttgctgcaag
cgoecgattia
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caagotggge
chtategteott
taacaggatt
taactacgge
cttcggaaaa
tttttttgtt
gatcttttct
catgagatta
atcaatctaa
ggcacatatc
gtagataact
agacccacge
gcgecagaagt
agctagagta
accuggetag
ggtgacacta

tgtgtgcacg
gagtccaace
agcagagega
tavactagaa
agagttggta
tgroaagcage
acggggtcty
tcaaaaadga
agtatatatg
tcagegatet
acgatacggg
tcaccggete
ggtcctgecaa
agtagttcge
cgatgacccot
tag

<210> 49

<211> 3390

<212> PRT

<213> Virus del dengue 3 (Sleman/78)

<400> 49

Met Asn Asn Gln Arg Lys Lys Gly
1 5 10
Lys Arg Val Arg Asn Arg Val Thr
20 25
Fhe Ser Arg Gly Leu Leu Asn Gly Gln
is
Phe Ile Ala Phe Leu Arg
: 50 58
Val Leu rp Gly Thr Fhs Lys
&5 70
Phe Lys Lys @lu Ile

Ala Leun

Arg lys Leu

100
Ala Phe His Thr
115

Asn

Leu
120

Gly Lys Gly s Ser

130
Ile Asn Ala

143
Asp

Lewu T
150
Lys

Met Cys

Ile
170
Ser

Thr Val Pro Lesu

Tyr
165
Ile Trp Thx
185

Arg

Asp Asp Cys Cys Leu

180
Gln Glu His
200
Qly

Asn Ala
1ss

Pro

Thr Cys Gly Aryg

Val Met
21t

Trp

ala His
210

Ser

Gly Leu

Ala
230

Met Ala Glu Gln

225

Gly Arg

124

aacdecetegt tEagercgad 14280

cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctettgatc
agattacgeg
acgctcagtyg
tcttcaccta
agtaaacttg
gtetatttoy
agggcttace
cagatttatc
ctttatecge
cagttaatag
gotgattggt

Pro Ber

Ser Gln
Pro

45
Ile

Ser
75
Met Leu 8

Vet Met

Pro
Phe Lys
140
Leu Gly
155
Thr Glu

Thr Trp

Asp Lys

Iie
Leu
Lys
Pro

2Ala

val
Val

Arg

¢gacttatcg
cggtgctaca
tggtatctge
cggoaaacaz
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatectttta
gtctgacagt
ttcatacata
atctggceocce
agcaataaac
ctceatceag
tttgegcaac
tegotgacea

Met
i3
Lys

Val

g
Pro Rla
110
Met

Bla

Met Cys

14340
14400
14480
14520
14580
145640
14760
14760
14820
14880
14540
15600
15060
15120
15153

Leu

Gly
Val
80

Lan
Thr
Val

Gly

ASpP

160

@lu Pro

175
Thr Tvr
is0

Ber Val

205

Thr Arg
2290
Glu Lys

235

Thr

Val

Gln Thr

Glu Thr

Glu
Gly
Zla
Trp

Trp

240



Leu
305
Len

Arg

Asn
Cys
3B5
Cys
Tyr
Asn

Val

Pro
4E5

Agn L

Glu
Val
Ala

545
Leu

His
625
Glu
Val

Gly

Phe
Ile
Leu
Asp
280
Glu
Asp
Lys
Cys
His
370
Gly
Leu
Thr

@lu

Glu
450

Leu
Val
530
Thr
Lys
Ala
Gln
Pro
&10
Asn
Pro

Ile

Ser

Ary
Gly
val
275
Phe
His
Ile
Leu
Pro
35E
Val
Leu
Glu
Val
Thr
435

bLlz

Thr

Ala i

Cys

His
585
Cys
Gly
Val

Gly

ser

Thr
260
Thr
val
Gly
Glu
Cys
240
Thr
Cys
Fhe
Serx
Ile
420
Gln

Ile

Ser
300
Val
Gly
Ile
Arg
Cys
5N
Gly
Liys
Arg
Asn
Ile

660
Iie

Pro
245

Ser L

Pro
Glu
Gly
Leu
325

Ile

Gln

Ile
4058
Tle
Gly

Leu

Eln
Leu
568
Leu
Thr
Ile
Leu
Ile
645

Gly

Gly
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Gly

Ser
aly
Cys
310
Gln
@lu

Gly

Lys

380
Glu

Thr
Val
Pro
Asp

470
Val

Ile
630
Glu
Asp

Liys

Phe
Thr
Mat
Leu

2585
Val

Thr
375
Gly
Gly
Val
Thr
Glu

455
Phe

The
615
Thr
Ala

Liys

Met

Thr I

Gln
Thr
2B0
Ser
Thr
Thr
Liys
Ala
360

Tyr

Ser

Ala
4490
Tyxr

Asn

Asn
529
Gly
Gly
Asp
Fhe
Tie
600
Sexr
Ala
Elu

Ala

Phe

125

Lys
265
Met
Gly
Thr
Glu
Ile
345
Ile
Val
Leu
Yal
Thr
425
3lu
Gly
Glu

Gln

.Glu

5405
Ala

Ala
Qly
Lys
Val
585
Lys
Thr
Asn
Pro
Leu

665
Glu

Leu
250
Val
Arg
Ala
Met
Ala
330
Thr
Leu
Asp
val
Val
410
aly
Ile
Thr
Met
Trp
490

Thr

His

Pre
bPro
650
Lys

Ala

Ala
Val
Cys
Thr
Ala
3158
Thr
AST
Pro
Arg
Thr
385
Gln
Asp
Thr
Leu
ITle
475
Phe

Pro

Alza

Ser
5LE
Glu

Lys

8lu T

Val
635
Phe
Iie

Thr

Leu

Ile
val
Trp
300
Lys
Gln
val
Glu
Gly

380
Cvye

Lys
Thr
540
Ile

Gly
Asn

Ala

Phe’

Fhe
Gly
285
Val
Asn
Leu
Thx
Gln
365

Trp

Ala

Gln
445
Leu

Leu

Trp

Arg

Lieu
Ile
270
Val
Asp
Lys
Ala
Thr
350
Gln
Gly
Lysz
Asn
Gln
430
Ala
Glu
Thr
Leu
AsBT

510
Gln

Ala

Ser

Tyxr
670
Gly

Lla
255
Leu
Gly
Val
Pro
Thy
338
Asp
Asp

Asn

Phe

His
Leu
Asn
Val
Thr
3zn
Leu
Ser
Gln

Gly

Gln

- 400

Leu
415
Val
Ser
Cys
Met
Pro
4955
Lvs
Glu
Thr
Gly
Met

5E7E
Ser

Lys
Lys
Asn
655
Lys

Ala

Lys
Gly
Thr
Ser
Liys

483
Liey

Glua
640
Tle
Lys

Arg
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675 680 685
Arg Met Ala Ile Leu Gly Asp Thr Ala Trp Asp Phe Gly Ser Val Gly
690 . BB5 700
Gly Val Leu Agn Ser Leu Gly Lys Met Val His Gln Ile Phe Gly Ser
705 710 718 720
Ala Tyr Thr Ala Leu Phe Ser Gly Val Ser Trp Ile Met Lys Ile Gly
725 130 735
Ile @Gly Val Len Leu Thr Trp Ile Gly Leu Asn S8er Lys aAsn Thr Ser
740 745 750
Met Ser Phe Ser Cys Ile Val Ile Gly Ile Ile Thr Leu Tyr Leu Gly
755 760 755
Ala Vval Val @lu Ala Asp Met Gly Cys Val Tle Asn Trp Lys Gly Lys
770 775 780
Glu Leu Lys Cys Gly Ser Gly Ile Phe val Thr Asn Glu Val His Thr
785 150 735 eo0
Trp Thr Glu Gln Tyr Lys Phe Gln Ala Asp Ser Pro Lys Arg Leu Ala
BO5 810 Bib
Thr aAla Ile Ala Gly Ala Trp Glu Asn Gly Val Cys Gly Ile Arg Ser
B20 B25 830
Thr Thr Arg Met Glu Asn Leu Leu Trp Lys Glr Ile Ala Asn Glu Leu
B35 . 840 845
Zsn Tyr Ile Leu Trp Glu Asn &sn Ile Lys Leu Thr Val Val val Gly
BEO 855 B&O
Aep Ile Ile Gly Val Leu Glu Gln Gly Lys Arg Thr Leu Thr Prc Gln
865 B70 875 B80
Pro Met Glu Leu Lys Tyr S8er Trp Lys Thr Trp Gly Lys Ala Lys Ile
885 850 B985
Val Thr Ala Glu Thr Gln Asn Ser Ser Phe Ile Tle Asp Gly Pro Asn
200 505 210
Thr Pro Glu Cys Pro Ser Ala Ser RArg Ala Trp Asn Val Trp Glu Val
2ls 920 925
@lu Asp Tyr Gly Phe Gly Val Phe Thr Thr Asn Tle Trp Leu Lys Leu
$30 935 940
Arg Glu Met Tyr Thr 8in Leu Cys Asp His Arg Dsu Met Ser Ala Ala
245 350 285 560
¥al Lys 2sp CGlu Arg Ela Val His Rla Asp Met CGly Tyr Trp Ile Glu
965 970 975
Ser Glmn Lys Agn Gly Ser Trp Lys Leu Glu Lys Ala Ser Leu Ile Glu
SBO 985 850
Val Lys Thr Cys Thr Trp Pro Liys Ser Eis Thr Leu Trp Ser Asn Gly
595 1000 1005
u Glu Ser Asp Met Ile Ile Pro lys Ser Leu Ala Gly Pro Ile
10 1015 . 1020
n Hiz Agn Tyr Brg Pro Gly Tvr Wis Thr &ln Thr Ala Gly Pro

lie}

1025 1630 1035 1044
Trp His Leu Gly Lys Leu Glu Leu Asp Phe Asn Tyr Cys ¢lu Gly Thr
1045 1050 1055
Thr Val Val Ile Thr Glu Asn Cys Gly Thr Arg Gly Pro SBer Leu Arg
1060 1065 1670
Thr Thr Thr Val Ser Gly Lys Leu Ile His @lu Txp Cys Cys Arg Ser
1075 1080 1085
Cye Thr I.eu Pro Pro Leu Arg Tyr Met Gly Glu Asp Gly Cvs Trp Tyr
10280 108% 1100
Gly Met Glu Tle Arg Pro Ile Bsn Glu Lys Glu Glu Asn Met Val Lys
1105 1110 1115 1120

126
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Ser Leu Val Ser Ala Gly Ser Gly Lys Val Asp A&n Phé Th¥ Met CGly
1125 1130 1135
Val Leu Cys Leu Ala Ile Leu Phe Glu Glu Val Met Arg Gly Lys Phe
1140 1145 1150
Gly Lys Lys His Met Ile Ala Gly Val Leu Phe Thr Phe Val Leu Leu
1155 1160 1165
Leu Ser Gly Gln Ile Thr Trp Arg Asp Met Ala His Thr Leu Ile Met
1170 11%5 1180
Ile Gly Ser Asm Ala Ser Asp Arg Met Gly Met Gly Val Thr Tyr Leu
1185 1150 11585 1200
Ala Leu Ile Ala Thr Phe Lys fZle Gln Pro Phe Leu Ala Leu Gly Phe
1205 1210 1215
Phe Leu Arg Lys Leu Thr Sexr Arg Glu Asn Leu Leu Leu Gly Val Gly
1220 12258 1230
Leu Ala Met Ala Thyx Thr Leu Gln Leu Pro Glu Asp Ile Glu CGln Met
1235 1240 1245
Ala Asn Gly Ile Ala Leu Gly Leu Met Ala Leu Lys Lewu Ile Thr Gln
1250 1255 1250
Phe @Glu Thr Tyr Gln Leu Trp Thr ala Leu Val Ser Leu Met Cys Ser
1265 1270 1275 1280
Asn Thr Ile Phe Thr Leu Thr Val Ala Trp Arg Thr Ala Thr DLeu Ile
128BE 1250 1285
Leu Ala Gly Ile 8er Leu Leu Pro Val Cys Gln Ser Ser Ser Met Arg
1300 1305 131¢%
Lys Thr Asp Trp Leu Pro Met Ala Val Ala Ala Met Gly Val Pro Pro
1315 1320 1325
Leu Prc Leu Phe Ile Phe Ser Leu Lys Asp Thr Leuw Lys Arg Arg Ser
1330 1335 1340
Trp Pro Leu Asn Glu Gly Val Met Ala Val Gly Leu Val Ser Ile Leu
1345 1380 1355 1360
Rla Ser Ser Len Leu Arg Asn Asp Val Pro Met Ala Gly Pro Leu val
1365 1370 1375
Rla Gly Gly Leu Leu Ile Ala Cys Tyr Val Ile Thr Gly Thr sSsr Ala
1380 1385 1390
Asp Leu Thr Val Glu Lys Ala Ala Asp Val Thr Trp Glu Glu Glu Ala
1335 1400 1403
Glu @ln Thr Gly Val Ser His BAsn Leu Met Ile Thr Val Asp Asp Asp
14190 1415 1420
Gly Thr Met Arg Ile Lys Asp Asp Glu Thr Glu Asn Ile Leu Thr val
1425 14390 1435 1440
Leu Leu Lys Thr Ala Leu Leu Ile Val Ser @Gly Ile Phe Pro Tyr Ser
1445 ’ 1450 1455
ile Pro Ala Thr Leu Leu Val Trp His Thr Trp Gln Lys Gln Thr Gln
TARD 1465 1470
Arg Ser Gly val Leu Trp Asp Val Pro Ser Pro Pro Glu Thr Gln Lys
1475 1480 1485
Ala Glu Leu Glu Glu Gly Vval Tyr Avrg Ile Lys Gln Gln Gly Ile Phe
1480 14985 1500
Gly Lys Thr Gln Val Gly Val Gly Vval Gln Lys Glu Gly Val Phe His
1535 1510 1515 1520
Thr Met Trp Hig Val Thr Arg Gly Ala Val Leu Thr Hig Asn Gly Lys
1525 1630 1835
Arg Leu Glu Pro &sn Trp &la Ser Val Lys Lys Asp Leu Ile Ser Tyr
1540 1545 1550
Gly Gly Gly Trp Lys Leu Ser Ala Gln Trp Gln Lys Gly Glu Glu Val

127
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1555 1560 ) 1565
Gln Val Ils Ala Val Glu Pro Gly Lys Asn Pro Lys Asn Phe Gln Thr
1570 1575 ’ 1580 .
Met Pro Gly Ile Phe Gln Thr Thr Thr Gly Glu Ile Gly Ala Ile Ala
1585 15890 1585 1600
Leu Rgp Phe Lys Pro Gly Thr Ser Gly Ser Pro Ile Ile Asn Arg Glu
1605 161¢ 1615
Gly Lys Val Leu Gly Leu Tyr Gly Asn Gly Val Val Thr Lys Asn Gly
1620 1625 1630
Gly Tyr Val Ser Gly Ile Ala Gln Thr Asn Ala Glu Pro Asp Gly Pro
1635 1640 - 1645
Thr ?Pro Glu Leu Glu Glu Glu Met Phe Liys Lys Arg Asm Leu Thr Ile
1650 1655 1660
Met Asp Leu His Prc Gly Ser Gly Lys Thr Arg Lys Tyr Leu Pro Ala
1565 1870 1675 1580
Ile val Arg Glu Ala Ile Lys Arg Arg Leu Arg Thr Leu Ile Leu Ala
1685 1650 16595
Pro Thr Arg Val Val Ala Ala Glu Met Glu Glu Ala Leu Lys Gly Leu
1700 1705 1710
Pro Ile Arg Tyr Gln Thr Thr Ala Thr Lys Ser Glu His Thr Gly Arg
1715 1720 1725
Glu Ile Val Asp Leu Mebt Cyp His Ala Thr Phe Thr Met Arg Leu Leu
1730 1735 1740
Ser Pro Val Arg Val Pro Asn Tyr Asn Leu Ile Ile Met Asp Glu Ala
1745 1750 1785 1760
His Phe Thr Asp Sro Ala Ser Ile Ala Ala Aryg Gly Tyr Ile Ser Thr
1765 i770 1775
Arg Val Gly Met Gly Glu Ala Ala Ala Ile Phe Met Thr Ala Thr Fro
1780 1785 1780
Pro Gly Thr Ala Asp Ala Phe Pro Gln Ser Asn Ala Pro Ile Gla Asp
1755 1800 1805
Glu Glu Arg Asp Ile Pro Glu Arg Ser Trp Asn Ser Gly Asn Glu Trp
1810 1B1E 1820
Ile Thr Zsp Phs 2la Gly Lys Thr Yzl Trp Phe V=l Dro Sex Ile Lys
1825 1830 1835 1840
Ala Gly Asn Asp Ile Ala Ran Cys Leu Arg Lys Rsn Gly Lys Lys Val
1845 1850 1855
Ile Gln Leu Ser Arg Lys Thr Phe Asp Thr Glu Tyr Gin Lys Thr Lys
1860 i8€5 1870
Leun Asn Asp Trp Asp Phe Val Val Thr Thr Asp Ile Ssr Glu Met Gly
i875 1880 1885
Ala Asn Phe Lys Ala Asp Arg Val Ile Asp Pro Arg Arg Cye¢ Leu Lys
1BS20 1885 iso0
Pro Val Ile Leu Thr Asp Gly Pro Glu Arg Val Ile Leu Ala Gly Pro
184 1514 1315 1820
Met Pro Val Thr Val Ala Ser Ala Ala Gln Arg Arg Gly Arg Val Gly
1923 1830 1835
Arg Asn Pro Glmn Lys Glu ARsn Asp CGln Tyr Ile Phe Met Gly Gln Pro
1540 1945 1950
Leu Asn Asn Asp Glu Asp His Ala His Trp Thr Glu Bla Lys Met Leu
1855 1860 1965
I.eu Asp Asn Tle Asn Thr Pro Glu Gly Ile Ile Pro Ala Leu Phe Glu
1870 1575 ' 1980
Pro Glu Arg Glu Lys Ser Ala Ala Tle Asp Gly Glu Tyr Arg Leu Lys
1385 1290 1885 2000

128



Gly Glu Ber Arg Lys Thr

Pro Val
Asp Arg

Glu Asn
2050

Len Arg

2065

Leu Lys

Leu

Gly Gly
2130
Glu Thr
2145

Met Leu

2005

Trp Leu Ala
2020

Lys Trp
2035
Met

Cys

Asp Val

Pro Arg Trp

Glu Phe Liys
2085
Val Thr ¢Glu

2100
Asn Ala Leu
2115

&rg Ala Tyr
Leu Leu Leu

Phe Leun Tle
2165

ES 2677 348 T3

Phe

His Lys

Phe Asp
2040
Glu Ile Trp
2055
Leu Asp Ala
2070
Asp

Phe Ala

Arg

Leu
2120
Hig
2138

Arg

heu
2150

Ser Gly Lys Gly Ile Gly Lys Thr Ser

2010

val Ala Ser Glu Gly Ile Lys Tyr

2025

Thr Lys Glu Gly Glu Lys Lys
Arg Thy Tyr Ser Asp Pro Leu

Ala Gly Arg Lys Ser Ile Ala

Gly Glu Arg Asn Asn Gln Ile Leu

2045

2060

2075

2030

Val Glu Leu Met Brg Arg Gly AshH Léu

2015
Thr
2030

Glu

Lys

Ala
2080
Leu
2085

Val Pro Ser His Leu Ala His Arg

21065

Val Met Leu His Thr Ser

2128

Ala Val Glu Glu Len Pro Glu

2140

Gly Lieu Met Ile Leu Leu Thr Gly

2155

2170

Leu Ile Cys val Ala Ala Ser Ser @Gly Met Leu Trp Met

2180

2185

Pro Leu Gln Trp Ile Ala Ser Ala Ile Val Leu Glu Phe

Val Leu
2210

Glo Leun

2225

aAla Ala

Met Ser

Asp Leu

Ile

22840
Val Ser
2308

Asp Lys
aAla Leu
Val Leu
Ala Lys
2370

Lys Asn
2385

Ile Tyr Asp Ser

Val Leu

2185
Leu Tle Pro

Ala Tyr Vval

Asn Glu Meb
2245
Lys Giu Pro
2260
His Pro Ala
2275
Thr Pro Met

Leu Ala Ala

Gly Trp Pro

2325

Gly Cys Tyr

2340

Leu Leu
2355

alza Thr

Val
Arg

Pro Thr Vval
Lys
2405
Cys Ala Val

2420

2200

2205

2110

Giu Hisg

Thr Met
Ala
2160
Gly

Gly

Ile
2175
Ala Asp Val
2180

Bhe Met Met

@lu Pro Glu Lys Gln Arg Thr Pro Gln Asp Asn

2215
val Ile
2230
21y

Glv val

Ser Ala

Trp
2280
His

Leu Arg

22485

iie Alzs Asn
2310
Ile Ser Lys

Ser Gln val

Th

-

Hig Tvr
2360

Ala Gln

2375

Gly Tie

Glu
Bsp
2350
Phe Glu Lys

Gln Leu Leu

Cys Glu Ala Leu Thr Leu Ala Thr

Leu Glu Thr Thr Lys

Ser
2265
Thr
Thr
Gin
Mel
Len
2345
Ala
Liys
Met
Gln
Leu

2425
Gly

129

2220

Gly Ile Leu Thr Leu Ala Ala

2235
Arg
2250
Pro Thr Ser Tyr

Ala Val
2285

Sex

Leu Tyr
Tile Glu Asn
2300
Ala val Vval Leu
2318
Asp Leu Gly val
2330
Pro Thr Leu
Ile Gly DPro
2365
Ala Ala
2380
Asp Leu

Arg Thr
Tie
2395
Gly @ln val

Thr
Leu
2410
Met Arg Thr Ser

Pro Ile Thr Thr

Ile val
2240

Leu CGly

2255

Rop Val

Asp

Leu
2270
Ala Thr Thr

Thr Ala Asn

Met Gly Leun

2320

Pro Leu Len
2335

Thr Ala Ala

2350

Gly Leu Gln

Gly Ile Met
Pro Val
2400
Leu Leu
2415
ala Phe

Asp
Met
Trp

2430
Leu Trp Glu



2435

Gly Ser Pro Gly Lys Phe Trp Asn Thr

2450
Agn Ile
2465
Ile Met

Phe
Lys
Glu Thr Leu

Glu Phe

2515
Rla

Lys

Thr Giu

2530
Val Ser Arg
2545
Vval Ile Pro

Trp Ser Tyr

Tyr Thr Lys Gly Gly Pro Gly His @Glu Glu Pro Val Pro Met Ser

2585

Tyr Gly Trp
2610

Leu Pro Pro

2625

Ser Pro Ser

-
[

Me Glu

Asn Tyr
2675
Lys Gly

2690
His Glu Met
2705

Val Asn

val

Ile
2770

Asp Glu Asn

2785
Lys

=8

Ala Thr

Leu Thr Lys

Thr Thr
2835
Arg

Asp

Asp Thr
2850
Ile Thr Ala

2865
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Arg Gly Ser
2470

Ser vVal Gly
2485

Gly Glu
2500
Asp

Lys
Leu

Lys Glu

Gly Ser

2550
Glu Gly
2565
Ty
2580

Asn
Glu

Pro
2645
Pro Trp
2660
Met Pro
Gly Met Leu
Ile
2710

Arg

Tyr Trp

val Ser
2728

Thr Iie Glu
2740
Al=

@lu Pro

Arg Ile Lys

Pro Tyr Lys
2720
Ser Ala
2805
Trp Asp

Gly
Pro
2820
Thr Proc Phe

Thr Pro Arg

Glu Trp Leu
2870

2440

2455

Tyr Leu Ala Gly

Thr Gly Lys Arg

2420

Trp Lys Lys Lys

2505
2520

2535

2570
2585
2600

2615

2650

Leu Lys Asn Asn Gln Phe

2665

Thr val Ile Glu EBis Leu

2680
Val Arg
26598

Ser Asn

Leu Leu
Lys
Glu
Glu

2775
Thr Trp

Ser

Ala Tvr
Ile
28710
Met

Ser Ser Met

Val Val Pro

2825

Gly Gln Gln Arg
2840

Pro Met Pro Gly

2855

Trp Arg Thr Leu

130

Thr Ile Ala Val Ser

2460
Ala Gly
2475
Gly Thr

Leu Asn

Tyr Lys Lys Ser Gly Ille Thr

Gly Leu Lys Arg Gly Glu Ile

2540

2888

Cys Ala Gly Leu Lys Lys Val Thr Glu Val Arg

Ile Val Lys Leu Met Ser Gly Lys Asp Val Phe

2445
Met: Ala

Phe Ser
2480
Gln Gly
2495
Pro Arg

Leu Ala
Gly Ber

Gln Leu
2510

Glu Val Asp Arg

2525

Thr His His Ala

Ala Lys Leu Gln Trp Phe Val Glu Arg Asn Met

25&0

Arg Val Ile Asp Leu Gly Cys Glv Arg Gly dly

25758
Gly
2550

2605
Tyr

2620

Lys Cys Asp Thr Leu Leu Cys Asp Ile Gly Glu
2630
Thr Val Glu Glu Ser Arg Thr Ile

2635

Cys

Leu

Thxr
2780
His Gly
2785

Asn Gly

Val Thr
Val Phe
Thr Arg

2860

Gly Arg
2B75

Ser .
2640
Arg Val Leu Lys
2655

Ile Lys Val Leu

2670
Arg Leu
2685
Arg

Gln Axvg

Lsn Ser

Ser

Thr

27358
Thr Arg

Met

Gly
2750
Val Ile
2765

Trp Hig

Sly @Glu
Tyr Asp

dlu val
2800

Lys Leun

2815

Ala Met

Ser Tvr
val Val

Gln Met
2830

Lys Glu Lys Vval

2845

Iys Val Met Glu

Asn Lys Arg Pro
2880



Arg Leu

Ala Mzt
Ala Ala

Glu Leu

2830

aly
2945

Lys
Ala
Leu

e

Se

Arg Asp

3010

Ala Gly
302%
Lys Ile

Ile Phe

Thr Pro

Gly Ser

31020

Glu ala
3165

2la Asp
Leu Giu
Asp Asp

Leu Ala

3170
Gln Pro
3185
Hig His
Pro

Gly 2la

Ala Gln
3250
Ala ser
3265

Ser Arg
Glu 2Zsp

Trp Met

ES 2677 348 T3

Cys Thr Arg Glu Glu
2885
Gly Ala Val Phe Thr
2500
Val Glu Asp Glu Glu
2815
His Lys Leu Gly Lys
2935
Glu Lys Lys Leu
2550
Trp Tyr Mst Trp
2565
Phe Leu
2880
val Glu

Arg
Ile

Gly Asn Glu

Gly
2895
Ile Ser

Gly Glu

Lys
3015

Arg Ile

3030

MeL Asp

Trp Asp Thr

Thr Gln Gln
3045
Lys Leu Thr Tyr Gln

3060
Lys Gly
3075
Gly

Thr Val Met

val Gly Thr

3095

Ile Arg Gln

3110

Asn Pro
3125

Gly val

Eln
Gln

Leu Eis

Thr Lys ENRD]
3140

Val Pro

Cys
3155

Leu

Val Lys

Asn Asp Met Gly
3155
Lys Gly Trp His

3180
Giu Leu Ile
3205

Gln

Hisg

Bro
3220
Trp

Arg Asp Glu
Gly
3235
Met

Leu Arg

Thr Leu M=t

3255

Trp

Asn Ala Ile

3270
Ser Ile

Thr Thr

Trp

3285

Met
3300

Glu

Phe Thr Lys Lys
28BS0

Giu Glu Asn Gln
2805
Phe Trp Lys Leu
2820
Cys Gly Ser Cys

Gly
Leu
Asp
Gly
3000
Thr
Pro
Asn

Asp

Glu Phe Gly

2855

Gly Ala Arg
2870

His

Trp

2985

Ley

Glu
Glu
Lys

3085
Iile

3080

Tvr

Met

Leu

Arg L

Ile
3160
Lvys
ABp
Met
Leuy
2lu

3240
Tyr

Cys Ser Ala

His

Leu Thr Val Trp hsn

Asp Lys Thr Pro Val

131

Gly

Glu

Tla
3225
Thr

Phe

Val

Ala

Ary

3385

His

Ile Pro Gly Gly Ala

Asp
Hig
3050
Val
Ile
Leu
Gly
Glu
3130
yg
Asp
Arg
Glin
Asp
3210
Gly
aAla
His
Pro
His

3290
Val

Phe
Lys
Met

ABp

3035

Arg
Val
Ser
Asn
Glu
3115
Lys
Arg
Arg
Lys
Gln
3155
Gly

Arg

Cys

Arg

val
3275
His

Trp

Lys Thr Trp

Val Arg Thr Asn Ala
2895
Trp Asp Ser Ala Arg
2910
Val Asgp Arg Glu Arg
2925
val Tyr Asn Met Met
2540
Lys Ala Lys Gly Ser
28860
Tyr L.eu Glu Phe Glu
2975
Ser Arg Glu Asn
29380
Leu Gly Tyr Jie
3005
Tyr Ala Asp Asp
3020
Leu His Asn Glu

Ser
Leu
Thr

Glu

3040

Gln Leu Ala A=sn Ala
3055

Lys Val Gln Arg Pro

3070

Arg Lys Asp

3085

Thr Phe
3100

Gly val

Gln Arg

Thr Asn Met

Lew Ser Lys
3120
Gin Trp
3135
Tle Ser
31503
Asn Ala

Lys Val Thr

Met Ala Gly

Phe 2la
21EE
Asp Ile

] 35
e o

val

Leu

Pro Gln

Trp
Phe Ser
3200
Val

Pro Cya
val
321s
Ser

Arg Liys Leu

Als Tle Gln
3230

Lys

Arg

Leu Gly Ela
32458

Asp

Tyr

Arg Leu Leu
3280

His Trp

Arg
Val Thr
3280
Thr

Pro

Thr
3285
Asn Pro

Gln Trp Met

Iie Glu Asp

3310

Glu Asp Val Pro Tyr
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3315

3330 3335

Ser Arg Ala Thr Trp Ala Gln Asn Ile

3345 3350

Arg Ser Leu Ile Gly Asn Glu Glu Phe

3365

Iyvs Arg Phe Arg Lys Glu Glu Glu Ser

3380

<210> 50

<211> 2426

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region quimérica CME del dengue 1

<400> 50

agttgttagt
ttctaacagt
agacgggtcg
cacagttgge
tgatggettt
ctagatggag
agatctcaag
tgctgotgece
tagttagtaa
tgtgeacteot
geceecggat
catgggtgac
tggeacktgge
ctgaaggtge
tcacggtgac
tcatttteosat
goaacagaga
atggaagcty
agacggaggt
acaccaccac
actcgaactt
tattbtggaaa
gaaagatagt
accagcaceca
aagctactas
ctagaacaqqg
ttgtecacaa
ctoaagagac
aacaggaagt
cgacagaaat
tazaaatgga
agctagagaa
aaggaacaga
agaatgggag
ttgagacaga

ctgtgtggac
ttgttitgaat
accgbettte
gaagagatte
catagcattt
ctecattcaag
catgttgaac
cacagecetg
goaggaaaga
cattgegaty
cactgaggeg
ctatgggacyg
cccacacgtg
ctggaaacaa
agecctittt
tectaetgatg
cttegtigaa
cgteaccace
cacaaaccct
cgattcaagy
tgtgtgtega
aggaagocta
tcaatatgaa
ggtgggaaac
gteggaaata
gotagacttt
acaatggttt
ttggaacaga
agtcgtactg
ccagacgtca
taaactgact
ggaagtagcet
tgegecatge
attgataaca
accacctttt

cgacaaggac
agagageaga
aatatgctga
tcaaaagygat
¢taagatttc
aagaatggag
attatgaaca
goegttocatt
ggaaagteac
gatttgggag
gaaccagatg
tgttctcaaa
ggacttggtc
gtacaaaaag
ttagcacatya
ctaghtaacac
ggactgtcag
atggcaaaaqg
gccgtcttge
tgtocaacace
cgaacgtitya
ctgacgtgtg
aacttaaaat
gagactacay
cagetgactg
aatgagatgy
ctagacttac
caagatttge
ggatcacagg
ggaacgacaa
ttazaagoga
gagacgcage
aagatocectt
gccaacceca

ggtgagagct

3320
Leu Gly Lys Arg Glu Asp Gln Trp Cys

3370

3385

agttecaaat
tctectggasa
aacgogegay
tgettteagy
tagccatacc
cgatcaaagt
ggaggasaas
tgaccacacy
tgttogtttaa
agttatgega
acgttgacty
ccggcgaaca
tagaaacaag
tggagacttg
ccataggaac
catcaatgge
gagcaacgtg
atasaccaac
gcaaactgtg
aaggagaggc
tggacagagg
ctaagttcaa
attcagtgat
aacatggaac
actacggage
ttetattgac
cactgecttg
tggtcacatt
aaggagcaat
caatetitge
tgtcatatgt
atggaactgt
tttcggeecea
tagtcactga
acatcgtggt

132

3325

3340

3355

cggaagetty
aatgaacaag
saaccgegty
cCaaggacce
cccaacagea
gttacggggt
atctgtgace
agygggagag
gacctctgea
ggacacaatyg
ctagtgoaat
ccgacgagac
maccgaaaca
ggoccttgaga
atooattact
catgegatgt
ggtggacgtg
attggacatt
cattgaagct
tacactgaty
ctggagtaat
gtgtgtgaca
agteactygte
aattgcaace
coctcacattyg
aatgaaagaa
gacttcagga
caagacaget
gecacactgeg
aggacacdctg
aatgtgcaca
tttagtgrag
agatgagaasa
caaagaaaaa
aggggeaggt

Gly Ser Leu Ile Gly Leu Thr

Leu Thr Ala Ile Gln Gln Val

3360

3373

Glu Gly Alas Ile Trp

3350

cttaacacag
caacggaaasz
teaactggtt
atgaaattgg
ggaatttigyg
tteaaaaaay
atgcectectca
ccacacatga
ggcatcaata
acctacaaat
gccacagaca
aaacgttoeg
tggatatect
cacctaggat
cagaaaggga
gtgggaatag
gtattggage
gaactettga
aaaatatcas
gaagaacagg
ggctgeggac
aaactagaayg
cacactgggg
ataacacctc
gactgebege
aaatcatgge
gcettcaacat
catgcaaaga
ttgactggag
aaatgcagac
ggctoattta
gttaaatacg
ggagtgacce
ccagtcaaca
gaaasaagekt

Leu Asp Tyr Met Pro Ser Met

60
120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
138G
1440
1508
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1220
1880
2040
2100
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tgaaactgag
gaggagcged
gagtgttcac
tgttcagcgyg
gattaaactc
tgtttotggy

ctggtteaag
aaggatgget
atcagtggga
tgttiettgy
gaggaacact
cttecacagtt

ES 2677 348 T3

aaagggagoa
atectgggag
aaattggtac
accatgaaas
teaatggcta
caagca

gueataggygaa
acaccgeatg
accaggtttt
taggaatagyg
tgacgtgcat

datgttogaa’
ggactttgge
tggagoegoa
gattectgetg
agctgttgga

gcaactgecg
tctataggag
tatgoggtte
acatggctag
ggaaktcactc

2160
22290
2280
2340
2400
2426

<210> 51
<211>775
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Region quimérica de CME del dengue 1

<400> 51

Met
1
Lys
Phe
Ala
Ile
65
Leu
Ary
Leu
Ser
Ile
145
Asp

Asp

Leu
Mef
225
Ala
Bla
Met

Arg

Leu

Asn
Aryg
Ser
Phe
50D

Leu
Arg
Ary
Ala
Liys
130
Asn

Thr

val

Ala
210
Ser
Len
Ile
Leu
Asp

290
Glu

Asn
Ala
Lys
35

Ile
Ala
Gly
Lys
Phe
115
Gln
Met
Met
Asp
Ser
1585
Pro
Ser
Arg
Gly
Val
275

Phe

His

Gln
Ary
20

Gly
Ala
Arg
Phe
Lys
100
His
Glu
Cys
Thr
Cys
180
Gln
Hig
Gl
His
Thr
260
Thx

Val

Gly

Arg
Asn
Leu
Phe
Trp
Lys
85

Ser
Leu
Arg

Thr

1865

Trp
Thr
Val
Gly
Pro
245
Ser
Pro

glu

Ser

Lye
Arg

Leu

Leuw

Ser
70
Lys

Val

Gly
Leu
15¢
Lys
Cys
Gly
Gly
Ela
230
Gly

Ile

Ber:

Gly

Cys

Lys
val
Ser
Arg
85

Ser
clu
Thr
Thr
Lys

138
ITle

Cys
Asn
Glu
Leu
2158
Tzp
Phe
Thx
Met
Leu

285
Val

Phe

Thr Gly

Ser Thr
25

Gly Gln

40

Leu

Phe Lys

Ile Ser

Met Leu
105
Arg Gly
120
Ser Leu

Ala Met

Pro

Hés
200
Gly Leu

Lys

Thr Val

Gln Lys
265
Ala Met
2890
Ser Gly

Thr Thr

133

Arg Pro Ser
10

@ly 8Ser Gln
Met

Gly Pro

Ala Iile Pro
60
Asn Gly
75

Met

Lys
Ser Leu
3G

Leu

Met Leu

Gly @lu Pro

Ler Phe Lys
140
Leu Gly
155

Thr

Asp
Ile Glu
176
Asp

Thr Trp

Aep Lys

i Thr Arg
220
Gln Lys
235

Ala

Val

Thr
250
Gly

Leu

Ile Ile

Arg Cys Val

Rla Trp
300
Lys

Met Ala

Phe
Leu
Lys
45

Pro
Ala
Asn
Leu
His
1256

Thx

Glu

Val
Arg
205
Thy
Val
Phe
Fhe
Gly
285

Val

BAsp

Aen
Ala
30

Leu
Thr
Ile
Ile
Pro
116
Met
Ser
Leu
Glu
Thr
180
Ser
Glu
Gilu
Lan
Ile
270
Ile

Asp

Lys

Met
15

Lys
Val
Ala
Lys
Met
85

Thr
ile
Ala
Cys
Pro
1758
Val
Thr
Thi
Zla
255
Leu
Gly

Val

Ero

Leu
Arg
Met
adly
Val
BO

Asn
Ala
Val
Gly
Glu
160
Asp
Gly
Ala
Trp
Trp
240
Hig
Leu
Asn

Val

Thr



HUS
Len

Asn

Cys
385
Cys
Tyr
Asn
Pro
Cys
465
Met

Pro

Glu
Thr
545
Gly

HMet

Ala

Val
625
Lys

Tyr

Lys T

Ala

Asp
Lys
Cya
Phe
370
Gly
val
Ser
Glu
Thr
450
Ser
Lys
Leu

Gln

Val
£30

-

Giy
His
Ser
Glu
Lsp
610
Thr

Glu

Tie

Arg
680
Gly
Ala

Gly

Tle
Leu
Pro
355
val

Leu

val
Thr
438
Ser
bro
Glu
pro
Asp
515

val

&la

Thr
£35
Ala
Gln
Lvs

Val

Glu

Cys
340
Thr
Cys

Phe

- Lys

Ile
420
Thir
Glu
Arg
Lys
Trp

500
Ley

Thr
Lys
Val

580
Gln

Asn
Pro
val
&60
Ser

Met

val

?

.
e
P

aly
T4&0

Leu
325
Tie
Gin
Arg
Gly
Leu

405
YVal

'Glu

Ile
Thr
Ser
£B5
Thxr
Leu
Giu
Cys
565

Met

Him

Fhe

= =1 )
[
B i =
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310
Lieu

Glu
Gly
Arg
Lys
380

Glu

Thr

Gln

Gly
470

Trp

Ser

Arg
&30
Asn

Ala

Thr
710

val

Leu

Liys
Ala
Glu
Thr
378

Gly

Qly

Gly
Leu
455
Leu
Leu
Gly

Thr

Ser
535

Z.in
Leu
Thr
Thr
Ile
615
Len
Jle
Gly
Gly
Leu
€95
Ser

Len

Leu

Ala
360
Phe

Ser

Thr
440
Thr

Asp
val
Ala
Phe
520

Gln

Thr

al
600

Pro

Ile

Glu T

Glu
Lys
680
Gly
Val

Phe

134

Glu
Ile
345
Thr
val

Leu

Ile

Asp
Fhe
His
Ser

505
Lys

Ser
Met
Ser

585
Leu

Val
330
Ser
Leu
Asp
Leu
Val
410
Gly
Alzs
Tyxr
Asn
Lys

490
Thr

Gly
Gly
Asp
570

The

Val

Zlun
650
Ala
Phe

Thr

315
Thr

Asn

Val

Thr
3858
Gln
Asp
Thr
Gly
Glu
475
Gln

Ser

Ala

Ala
Leu
715
val

Gly

Asn
Thr
Glu
Gly
3840
Cys
Tvr
Gln
Ile

-

Aia
450
Met

Met
540
Thr

Leu

Gl
620

1 Pro

BPro

Livs

Ala

700

Val

Ser

Leun

Pro
Thr
Glu
365

Trp

Ala

Thx
445
Leu
Val
Phe
Glu

Ala

oo 5]
oo g =
otn [

H
i—l
D

Phe
Leu
Thr
685
Asp
His
Trp

Asn

Ala
Thr
350
Gln
Gly
Lys
Asn
@ln
430
Pro
Thr
Leu
Leu
Thy
510
Lys
Thr
fle
Leu
Txrm
J—l! =

Tyr

Val

Gln
Thr

Ser
750

val
335
Asp
Asp
Asn
Phe
Leu

415
val

Len
Leu
Asp
495
Trp

Lys

Ala

glu

£55

r Trp

a Arg

Gly
Val
Met

735
Arg

320

Leu
Ser
Ser
Gly
Lys
400
Lys
Gly
Ala
ASp
480
Leu
Asn
Gln
Leu
Ala
560

Gly

<ya
VEL

1 Gly

Gly
Rsp
640
Ser
Phe
Gly
Ser
Phe
720
Lys

Asn
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Thr Ser Met Ala Met Thr Cys Ile 2la Val Gly Gly Ile ThHr T.eu Phe

755
Leu @ly Phe Thr Val Gln Ala
770 775

760

<210> 52

<211> 2423

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regioén quimérica ME del dengue 1

<400> 52

agttgttagt
ttctaacagt
tggttagace
ggttggtgaa
tagcattcat
gatggggaca
taggoogeat
tgectgececac
ttagtaagca
gecactcteat
ccocggatcal
gggtgaccta
cactggoocc
aaggtgcetyg
cggigacage
tttteattet
acagagactt
gaagctgcgt
cagaggtcac
ccaccaccga
cgaactitgt
ttggaaaagy
agatagttea
agcaccagat
ctectacgto
gaacagggct
tecacaaaca
aagagacttyg
aggaagtagt
cagaaatcceca
aaatggataa
tagagaagga
gaacagatge
atgggagatt
agacagaace
aactgagetyg
gagcgegaayg
tgttcacatc
tcageggtgt
taaactcygag

ctgtgtggac
ttgtttgaat
acetttcaat
gagattctca
cacgkbttttg
gttgaagaaa
getgaagate
agccctggeg
ggaaagagga
tgogatggat
tgaggcggaa
taggacgtgt
acacgtggga
gaaacaagta
cocbittetttsa
gotgatgeta
cgttgaagga
caccaccatg
aaacactgec
ttecaaggtgt
gtgtogacga
aagectactyg
atatgazaac
gggazacgag
ggaaatacag
ggactitaal
atggtttcta
gaacagacasa
cgtactggga
sacgtcagga
actgacttta
agcggcigay
gecatgcaag
gataacageg
acottttgat
gttcaagaaa
gatggectatc
agtgggaaaa
ttettggace
gaacacttca

cgacaaggac
agagagcaga
atgectgaaac
accggacttt
cgagtcoctit
aataaggcca
ttgaacggga
tEtccatttga
aagtcactgt
ttgggagagt
c¢cagatgacg
toctcaaacey
cttggtctayg
caaaaagtgg
gcacatgeca
gtbaacacdat
ctgktcaggag
gcaaaagata
gtcttgoara
¢ccaacacaag
acgtttgtog
acgtgtgcta
“taaaatatt
actacagaac
ctgactgact
gagatggtte
gacttaccac
gatttgectgg
tLcacaggaag
aggacaacas
aaagggatat
acccageatyg
atcccttttt
aaccccakbag
gagagctaca
gggagcagcea
ctgggagaca
ttggtacaca
atgaaaztay
atggctatga

ttetgggett cacagtteaa gea

agttecaasat
tetectggaaa
gcgagagana
Ettctgggaa
ccatceccace
tcaagatact
gaaaaaggtc
ccacacgagg
tgtttaagac
tatgcgagga
ttgactgcty
gegaacaceg
aaacaagaac
agacttggge
taggaacate
caatggceat
caacgtgggt
aaccaacatt
aactgtgeat
gagaggetac
acagaggetg
agtbcaagtg
cagtgatagt
atggaacaat
acggagcect
tattgacaat
tgecttggac
toacattcaa
gagcaatgca
tetttgeoagyg
catatgtaat
gaactgttot
cggeccaaga
Lcactgacas
togtggtagy
tagggaaaat
ccgcatggga
aggtttttog
gaatagggat
cgtgcatagce

135

765

cggaagcttyg
aatgaaccaa
cogogtatca
aggaccctta
aacagcaggg
gattggattc
tgcagecaty
gggagagcca
ctetgeoagge
cacaatgacc
gtacaatgee
acgagacaaa
cgaaacatgg
tttgagacac
cattactcag
gecgatgtgty
ggacgtggta
ggacattgasa
tgaagetaza
actggtagaa
gggtaatgge
tgtgacaaaa
cactgtecac
tgoaaccata
cacattggac
gaaagaaaaa
ttcaggaget
gacagcteab
cactgogttg

gtgcacaggc
agtgcaggtt
tgagaaagga
aganaaacca
ggcaggigaa
gttcgaagca
ctttggetct
agccgeatat
tetgctgaca
tgttggagga

cttaacacag
cgaasaaagg
acccctoaag
cggatggtgc
attctgaaga
aggaaggaga
¢gtectocatge
cacatgatag
atcaatatgt
tacaaatgec
acagacacat
cgttccgtag
atgtcctctg
ccaggatica
aaagggatea
ggaataggca
ttggagecatg
ctottgaaga
atatcaaacs
gaacaggact
tgeagactat
ctagaaggaa
actggggace
acagctcaayg
tgotogoota
teatggetty
Tcaacatetc
goaasgsaac
actggogoga

tgeagactaa 1

tcatttaagc
aazatacgaag
gtgacecaga
gtcaacattyg
aaagctttga
actgccoegag
ataggaggag
ggggttctgt
tggctaggat
atbgactetgt

A e i
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<210> 53
<211>774

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Region quimérica ME del dengue 1

<400> 53

Met

Ser
Phe
Leu

&5
Ile

Ala
Lys
Asn
145
Thr

Val

Asp
Elu
305
Asp

Lys

Asn
Glu
Thr
Ile
50

Lys
aly
Lys
Fhe
Gln
130

Met

Met

Ile

Leu

Gly
35
Thr

Arg

Hisg
115
Glu

Thr

Thr
275
Val

AEN

-

e
Leu

Phe
TYD
Arg
Ser
100
Leu
Arg
Thr
Tyr
TTp

180
Thr

Val
Gly
Pro
Ser
2&0
Pro

Glu

Ser

Ile
340

Lys
Arg
Phe
Leu
Gly
Lys
85

Ala

Thr

Lys
165
Cys

Gly

Gly 1

Ala

Glv

oL

245
Tle

Ser
Gly
Cys
Ley

325
Glu

Livs
Val
Ber
Arg
Gln
70

Glu

2la

Mat
Leu
Val
31¢
Lys

Ala

Val

Ser

Val
55

Leu
Tle
Met
Arg
ser
135
Ala

Pro

Ala

Gly
215
Lys
Thr
Gin
Ala
Ser
285
Thr

Thr

Lys

Val
Thr
Lys
40

Leu
Lys
Gly
Len
Gly
120
Len
Met
Arg

Thr

Arg
200

Leu {

Lys
Met
280
Gly

Thr

Glu 1

Tle

136

Arg
Pro
=5

Gly

Ser

Asp

Ile T

Asp T

Ser
345

Pro
10

Glo
Pro
Tle
Asn
Met
a0

Met
Glu

PLe

Thr Z

Gln

Cys
Thr
Als
Thr

330
Asn

Pro
Gly
Leu
Pro
Lys
75

Leu

Leu

Tys
2358

rla Leu

Ile
val
Trp
Liys
315

Astl

Thr

Phe
Leu
Arg
Pro
60

Ala

Asn

Leu

val
Arg
Thr

220
Val

Phe
Gly
Val
300
Asp

Pro

Thr

Asn
Val
Met
45

Thr
Ile
Ile
Pro
Met
125
Ser

Leu

Glu

Ser
205

Met:
Lys
30

val

Ala

Leu
Thr
1i0
Ile
Ala
Cyse
Pro
Tyr

180
val

Glu Ti

Glu
Len
Ile
Tle
285
Asp
Lys

Ala

Thr

Thr T

Ala
Len
270
Gly
Val
Pro

Val

Asp
350

Len
15

Leuy
Gly
Ile
AT
55

Ala

Val

Thr

Len
335
Ser

Lys
Fhe
Ala

Ile

Asp
160
Asp

Thr

Met

Vla
240
BAla
Met
Arg
Leu
Leu
320

Arg

Arg



cys
Phe
Gly
385
val

Ser

Glu

Sar
465
Lyse
Len
Gin
Val
Gly
545
His
Ser
Glu
Asp
Thr
625
Glu
Ile
Lys
Arg
Gly
7058
Ala
Gly

Ser

Gly

Pro
Val
376
Ley

Thr

Val

Ser
450
Pro
Glu
Pro
Asp
Val
530
Ala
Len
Tyr
Thr
Ala
6l0
Gin
Lys
val
Gly
Arg
690
Gly
Ala
Tle

Met

Phe
770

Thr
3585
Cys
Phe
Lys
Tle
435
Glu
Arg
Lys
Trp
Leu
81k
Val
Thr
Lys
val
Gln
598
Pro
Asn
Pro
Val
Ser
675

Met

Val

Gly

Ala
758
Thr

Gln
Arg
Gly
Leu
val
420

Glu

Ile

Ser
500
Leu
Leun
Glu
Cys
Met
580
His
Cys
Gly
Val
Gly
660
Ser
Ala
Phe
Gly
Iie
740

Mek

val

Gly

Lys
Glu
4905
Eig

Gln

Ser
Val
Gly
Iie
Arg
565
Cys
Gly
Lys
Arg

Asn

an
s
un

Iie
Ile
Thr
Val
725
Leu

Thr

Gln
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Glu
Thr
Gly
390
Gly
Val
Gly
Leu
Leu
470

Leu

Gly

Sgr
Gln

550
Leu

Leu
€30
Ile
Gly
Gly
Leu
Ser
710
Leu
Leu

Cys

Alaz

Ala
Phe

375
Ser

Val

Ala

Phe

Gln
538
Thr
Lys
Gly
val
Pro
6l5
Ile
Glu
Glu
Lys
Gly
695
Val

The

Iie

360
Vval

Leu
Tle
Thr
Ila
449
Asp
the
His
Ser
Lys
520
Glu
Sex
Met
Ser
Leu
600
Phe
Thr
Thr
Lys
Met
EBG
Asp
Gly
Ser
Trp

Ala
760

137

Leu
Asp
Leu
val
Gly

425
Ala

Lys
Thr
505
Thr
Gly
aly
Asp
Phe
-9:11
val
Ser
Ala
Glu
Ala
665
rhe
Thr
Lys
Gly
Leu

745
Val

Val Giu

Arg Gly
Thr Cys

385
Gln Tyr

4310

Asp Gln
Thr Ile
Gly Ala

Glun Met

475

Gln Trp
450
Ser Gla

Ala His
Ala Met

Thr Thr
555

Lys Leu

570

Lys Leu

Gln Val
Ala Gln

Asn Pro
&35

Pro Pro

650

Len Lys

Glu Ala
Ala Trp
Leu val

7158
Val Ser

7306
Gly Leu

Gly Gly

Glu

Trp
380
Ala
Glu

His

Leu
480
Val
Phe

Glu

His
540
Thr
Thr

Giun

&z20
Ile

Phe

Len

Asp
7060
His
Trp
Asn

Ile

Gln
385
Gly
Lys

Asn

Gin

Leu
Thr
Lys
525
Thr
Ile
»eu
Lys
Tyr
605
Gilu
Val
Gly
Ser
Ala
685

Phe

Gln

Ser

Thr
Fas

Asp
Asn
Phe
Len
val
430
Gin
Lau
Len
Asp
Trp
510
Lys
Ala
Phe
Lys
Glu
550
Glu
Lys

Thr

Glu

xp
670
Arg
Gly
val
Met
Arg

750
Leu

Ser
Gly
Lys
Lve
415
Gly

Ala

&sp

Leu
495
Asn
Gln
Leu
Ala
Gly
E75
Val
Gly
Gly
Asp
Ser
655
Phe
Gly
Ser
Phe
Lys
735

Agn

Fhe

Asn
Cys
Cys
400
Asn
Pro
Cys
Met
480
Pro
Arg
Glu
Thr
Gly
560
Met
Ala
Thr
Val
Lys
240
Tyr
Lys
Ala
Ile
Gly
720
ile

Thr

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un virus del dengue quimérico recombinante que comprende una quimera de acido nucleico que comprende una
primera secuencia de nucleétidos que codifica la proteina estructural C del virus del dengue tipo 4 y las proteinas
estructurales M y E del virus del dengue de tipo 1, del virus del dengue de tipo 2 o del virus del dengue de tipo 3, en
donde la regién del virus del dengue de tipo 4 que codifica las proteinas estructurales M y E se sustituye por la
region que codifica dichas proteinas estructurales M y E del virus del dengue de tipo 1, del virus del dengue de tipo 2
o del virus del dengue de tipo 3, y una segunda secuencia de nucleétidos que codifica proteinas no estructurales del
virus del dengue de tipo 4 y la region no traducida en 3’ del genoma del dengue de tipo 4 que contiene una delecién
de 30 nucledtidos que se corresponde con la estructura de tallo-bucle de TL2 entre los nucleétidos 10478-10507 del
genoma del dengue de tipo 4.

2. El virus del dengue quimérico recombinante de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente una mutacion
que confiere un fenotipo en donde el fenotipo es sensible a la temperatura en células Vero o en la linea celular de
higado humano HuH-7, restriccién del hospedador celular en células de mosquito o en la linea celular de higado
humano HuH-7, adaptacién de célula hospedadora para una replicacion mejorada en células Vero o atenuacion en
ratones o monos.

3. El virus del dengue quimérico recombinante de la reivindicacion 1 o 2 para su uso en la induccién de una
respuesta inmunitaria protectora.

4. El virus del dengue quimérico recombinante para su uso en la induccidon de una respuesta inmunitaria protectora
de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde dicho virus del dengue quimérico recombinante esta comprendido en
una vacuna para su administracién a un sujeto en una cantidad eficaz.

5. El virus del dengue recombinante quimérico de la reivindicacion 1 o 2 para su uso en la prevencion de una
enfermedad causada por el virus del dengue.

6. El virus del dengue quimérico recombinante para su uso en la prevencion de una enfermedad causada por el virus
del dengue de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dicho virus del dengue quimérico recombinante esta
comprendido en una vacuna para su administracion a un sujeto en una cantidad eficaz.

7. Una vacuna o composicion inmunogénica que comprende al menos un virus del dengue quimeérico recombinante
de la reivindicacion 1 o 2.

8. La vacuna o la composicion inmunogénica de la reivindicaciéon 7 que es una vacuna del virus del dengue o una
composicion inmunogénica del virus del dengue.

9. La vacuna o la composicién inmunogénica de la reivindicacion 7 u 8 que es una vacuna tetravalente o una
composicion inmunogénica tetravalente.

10. La vacuna o composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 que comprende
rDEN1/4A30 (ME), rDEN2/4A30 (ME) y rDEN3/4A30 (ME), en donde:

rDEN1/4A30 (ME) es un virus del dengue quimérico de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende una quimera
de acido nucleico que comprende una primera secuencia de nucleétidos que codifica la proteina estructural C del
virus del dengue de tipo 4 y las proteinas estructurales M y E del virus del dengue de tipo 1, en donde la region del
virus del dengue de tipo 4 que codifica las proteinas estructurales M y E se sustituye por la regidon que codifica
dichas proteinas estructurales M y E del virus del dengue de tipo 1, y una segunda secuencia de nucleétidos que
codifica proteinas no estructurales del virus del dengue de tipo 4, y la regiéon no traducida en 3’ del genoma del
dengue de tipo 4 que contiene dicha delecion de 30 nucleodtidos;

rDEN2/4A30 (ME) es un virus del dengue quimérico de acuerdo con la reivindicacién 1 que comprende una quimera
de acido nucleico que comprende una primera secuencia de nucleétidos que codifica la proteina estructural C del
virus del dengue de tipo 4 y las proteinas estructurales M y E del virus del dengue de tipo 2, en donde la regién del
virus del dengue de tipo 4 que codifica las proteinas estructurales M y E se sustituye por la regidon que codifica
dichas proteinas estructurales M y E del virus del dengue de tipo 2, y una segunda secuencia de nucleétidos que
codifica proteinas no estructurales del virus del dengue de tipo 4, y la regiéon no traducida en 3’ del genoma del
dengue de tipo 4 que contiene dicha delecion de 30 nucleodtidos; y

rDEN3/4A30 (ME) es un virus del dengue quimérico de acuerdo con la reivindicacién 1 que comprende una quimera
de acido nucleico que comprende una primera secuencia de nucleétidos que codifica la proteina estructural C del
virus del dengue de tipo 4 y las proteinas estructurales M y E del virus del dengue de tipo 3, en donde la regién del
virus del dengue de tipo 4 que codifica las proteinas estructurales M y E se sustituye por la regidon que codifica
dichas proteinas estructurales M y E del virus del dengue de tipo 3, y una segunda secuencia de nucleétidos que
codifica proteinas no estructurales del virus del dengue de tipo 4, y la regiéon no traducida en 3’ del genoma del
dengue de tipo 4 que contiene dicha delecion de 30 nucledtidos.

11. El virus del dengue quimérico recombinante para su uso en la induccién de una respuesta inmunitaria protectora

138



ES 2677 348 T3

de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4, que se administra a un sujeto humano.

12. El virus del dengue recombinante quimérico para su uso en la prevencion de una enfermedad causada por el
virus del dengue de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, que se administra a un sujeto humano.
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Titulo de virus (log, ,UFP/ml)
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Titulo de virus medio (Log, ,UFP/mI)
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Titulo de virus (log,,UFP/mI)
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