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DESCRIPCION
Arenavirus trisegmentados como vectores de vacunas

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de EE. UU. no. 62/079,493 presentada el
13 de noviembre, 2014.

1. Introduccion

La presente solicitud se refiere a arenavirus con reordenamientos de sus marcos de lectura abiertos ("ORF") en sus
genomas. En particular, en la presente memoria se describe un segmento genémico de arenavirus modificado, en
donde el segmento gendmico de arenavirus esta preparado por ingenieria para transportar un ORF viral en una
posicion distinta de la posicion de tipo salvaje del ORF. En la presente memoria también se describen particulas de
arenavirus trisegmentadas que comprenden un segmento L y dos segmentos S o dos segmentos L y un segmento S.
El arenavirus, en la presente memoria, puede ser adecuado para vacunas y/o tratamiento de enfermedades y/o para
el uso en inmunoterapias.

2. Antecedentes
2.1 Investigacién del virus de la coriomeningitis linfocitica y enfermedad humana

El virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV), miembro de la familia arenaviridae, es un virus modelo de ratén
prototipico en investigacion sobre infecciones virales. Desde su aislamiento en la década de 1930 (Rivers y McNair
Scott, 1935, Science, 81 (2105): 439-440), los estudios que usan este virus han descubierto muchos conceptos clave
en inmunologia y patogénesis viral (resumidos en Zinkemagel, 2002, Curr Top Microbiol Immunol, 263: 1-5; Oldstone,
2002, Curr Top Microbiol Immunol, 263: 83-117). EI LCMV se ha utilizado ampliamente para investigar la biologia
molecular viral y las respuestas inmunes, particularmente en el contexto de una infeccién persistente. El huésped
natural del LCMV son los ratones, sin embargo, varios informes revelaron que el LCMV también podria ser un patégeno
humano ignorado (Barton, 1996, Clin. Infectar. Dis, 22 (1):197; Wright et al., 1997, Pediatrics 100 (1): E9) Ademas, se
han encontrado muchos otros miembros de la familia arenavirus en poblaciones de roedores de todo el mundo.
Ademas del virus Arenavirus Lassa del Viejo Mundo (LASV), que se puede encontrar en Africa, varios arenavirus del
Nuevo Mundo como Junin (JUNV), Guanarito o Machupo prevalecen en diversas poblaciones de roedores de América
del Sur (Johnson et al., 1966, Am J Trop Med Hyg, 15 (1): 103-106; Tesh et al., 1993, Am J Trop Med Hyg 49 (2): 227-
235; Mills et al., 1994, Trop Med Hyg 51 (5): 554-562). Tras la transmision a los seres humanos, muchos de esos virus
pueden causar fiebre hemorrégica viral asociada con alta mortalidad (Geisbert y Jahrling, 2004, Nat Med 10 (12 Supl):
S110-121).

2.2 Organizacién gendmica del virus de la coriomeningitis linfocitica

Los arenavirus son virus con cubierta. Su genoma consiste en dos segmentos de ARN monocatenario de sentido
negativo (L: 7,2 kb, S: 3,4 kb). Cada segmento codifica dos genes virales en orientaciones opuestas. El segmento
corto (segmento S) codifica el precursor de la glucoproteina viral (GP) (GP-C; 75 kDa) y la nucleoproteina (NP;
63 kDa) (Salvato et al., 1988, Virology 164 (2): 517-522). El segmento largo (segmento L) expresa la ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp; proteina L; aproximadamente 200 kDa) y la proteina de matriz Z (proteina Z), una proteina
de dedo RING (11 kDa) (Fig. 1A) (Salvato et al., 1988, Virology 164 (2): 517-522). El precursor de GP GP-C se escinde
después de la traduccion en GP-1 y GP-2, que permanecen asociados no covalentemente (Buchmeier y Oldstone
1979, Virology 99 (1): 111-120). Los trimeros de GP-1 y GP-2 se ensamblan como espinas en la superficie de los
viriones y son esenciales para mediar la entrada en las células huésped mediante la interaccién con los receptores de
la superficie celular. Durante mucho tiempo se afirmé que la unién y la entrada del virus en las células huésped estan
mediadas por la interaccion del GP de LCMV con el receptor celular a-Distroglicano como el Unico receptor celular
para LCMV (Cao et al., 1998, Science, 282 (5396): 2079-2081). Solo muy recientemente, se postularon tres moléculas
humanas adicionales (Axl y Tyro3 de la familia TAM y el ligante de la molécula de adhesion intracelular especifica de
células dendriticas 3 no integrina) como receptores adicionales para LCMV y LASV, un pariente cercano de LCMV,
que permite la entrada de LCMV en células independientemente de a-Distroglicano (Shimojima y Kawaoka 2012, J
Vet Med, 74 (10): 1363-1366; Shimojima et al., 2012, J Virol 86 (4): 2067-2078). NP se une al ARN viral, formando la
nucleocapside, que sirve como molde para la proteina L viral. La nucleocapside asociada con la proteina L viral forma
el llamado complejo de ribonucleoproteina, que es activo tanto en la replicacion como en la transcripcion y representa
la unidad minima de infectividad viral. Se ha mostrado que NP y la proteina L son los factores de transaccion minimos
necesarios para la transcripcion y replicacion del ARN viral (Lee et al., 2000, J Virol 74 (8): 3470-3477). Los dos genes
en cada segmento estan separados por una region intergénica no codificante (IGR) y flanqueados por regiones no
traducidas (UTR) 5'y 3'. La IGR forma una estructura de horquilla estable y se ha mostrado que esté implicada en la
terminacion dependiente de la estructura de la transcripcion del ARNm viral (Pinschewer et al., 2005, J Virol 79 (7):
4519-4526). Los nucleodtidos terminales de la UTR muestran un alto grado de complementariedad, lo que da lugar a
la formacion de estructuras secundarias. Se sabe que estas estructuras de mango de sartén (panhandle) sirven como
el promotor viral para la transcripcion y la replicacion, y su andlisis por mutagénesis dirigida al sitio ha revelado una
dependencia de la secuencia y la estructura, no tolerando cambios de secuencia ni siquiera menores (Pérez y de la
Torre, 2003, Virol 77 (2): 1184-1194).
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2.3 Sistema genético inverso

Los ARN aislados y purificados de virus de cadena negativa como LCMV no pueden servir directamente como ARNm,
es decir, no se pueden traducir cuando se introducen en las células. En consecuencia, la transfeccion de células con
ARN viral no conduce a la produccion de particulas virales infecciosas. Para generar particulas virales infecciosas de
virus de ARN de cadena negativa a partir de ADNc en células permisivas cultivadas, el o los segmentos de ARN viral
se deben transcomplementar con los factores minimos necesarios para la transcripcion y replicaciéon. Con la ayuda de
un sistema de minigenoma que se publico hace varios afos, finalmente se pudieron analizar los elementos que actuan
en cis virales y los factores que actdan en trans implicados en la transcripcion, replicacion y formacion de particulas
virales (Lee et al., 2000, J Virol 74 (8): 3470-3477; Lee et al., 2002, J Virol 76 (12): 6393-6397; Pérez y de la Torre
2003, J Virol 77 (2): 1184-1194; Pinschewer et al., 2003, J Virol 77 (6): 3882-3887; Pinschewer et al., 2005, J Virol 79
(7): 4519-4526.). También para otros arenavirus como LASV y el virus Tacaribe se han establecido sistemas genéticos
inversos (Lopez et al., 2001, J Virol 75 (24): 12241-12251; Hass et al., 2004, J Virol 78 (24): 13793-13803). Dos
publicaciones mostraron la recuperacion de LCMV infeccioso completamente de ADNc utilizando plasmidos dirigidos
por pol-I/-1l o T7/pol-1l, respectivamente (denominado "rescate viral") (Flatz et al., 2006, Proc Natl Acad Sci U S A 103
(12): 4663-4668; Sanchez y de la Torre, 2006, Virologia 350 (2): 370-380).

2.4 LCMV recombinante que expresa genes de interés

La generacion de virus de ARN de cadena negativa recombinantes que expresan genes extrafos de interés se ha
buscado durante mucho tiempo. Se han publicado diferentes estrategias para otros virus (Garcia-Sastre et al., 1994,
J Virol 68 (10): 6254-6261; Percy et al., 1994, J Virol 68 (7): 4486-4492; Flick y Hobom, 1999, Virology 262 (1): 93-
103; Machado et al., 2003, Virology 313 (1): 235-249). En el pasado, se ha mostrado que es posible introducir genes
extrafios adicionales en el genoma de particulas de LCMV bisegmentadas (Emonet et al., 2009, PNAS, 106 (9): 3473-
3478). Se insertaron dos genes extrafnos de interés en el genoma bisegmentado de LCMV, dando lugar a particulas
de LCMV trisegmentadas (r3LCMV) con dos segmentos S y un segmento L. En el virus trisegmentado, publicado por
Emonet et al. (2009), tanto NP como GP se mantuvieron en su respectiva posicién natural en el segmento Sy, por lo
tanto, se expresaron bajo sus promotores naturales en la UTR flanqueante (Fig. 1B). Sin embargo, la presente solicitud
revela que la particula de LCMV trisegmentada descrita por Emonet et al., ensambla particulas predominantemente
bisegmentadas (es decir, el arenavirus solo empaqueta uno en lugar de dos segmentos S), lo que da lugar a un
crecimiento atenuado y una fuerte presion de selecciéon para recombinar los dos segmentos S. Como se muestra
adicionalmente en la presente solicitud, dicha recombinacién se encuentra de forma reproducible y da lugar a una
reversion fenotipica a virus de tipo salvaje y pérdida de transgenes.

2.5 Arenavirus deficiente en la replicacion

Recientemente, se ha mostrado que una particula de arenavirus infecciosa se puede preparar por ingenieria para
contener un genoma con la capacidad de amplificar y expresar su material genético en células infectadas pero incapaz
de producir mas progenie en células normales, no preparadas por ingenieria genética (es decir, una particula de
arenavirus infecciosa deficiente en la replicacién) (Publicacion Internacional No.: WO 2009/083210 A1 y Publicacion
Internacional No.: WO 2014/140301 A1).

3. Resumen de la invencion

La presente solicitud se refiere a arenavirus con reordenamientos de sus ORF en sus genomas. En particular, la
presente solicitud se refiere a un segmento genémico de arenavirus que ha sido preparado por ingenieria para portar
un ORF de arenavirus en una posicion distinta de la posicion de tipo salvaje. La presente solicitud también proporciona
una particula de arenavirus trisegmentada que comprende un segmento L y dos segmentos S o dos segmentos L y
un segmento S que no se recombinan en una particula de arenavirus bisegmentada competente para la replicacion.
La presente solicitud demuestra que la particula de arenavirus trisegmentada puede prepararse por ingenieria para
mejorar la estabilidad genética y asegurar una expresién transgénica duradera.

La invencién proporciona una particula de arenavirus infecciosa trisegmentada y competente para la replicacion que
comprende un segmento L y dos segmentos S, en donde uno de los dos segmentos S se selecciona del grupo que
consiste en:

(i) un segmento S, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(ii) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina Z esté bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
(iii) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
(iv) un segmento S, en donde el ORF que codifica la GP esté bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;

(v) un segmento S, en donde el ORF que codifica el L esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus; y

(vi) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus,

en donde la particula de virus trisegmentada comprende dos ORF heterologos.
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La invencién proporciona una particula de arenavirus infecciosa trisegmentada y competente para la replicacion que
comprende dos segmentos L y un segmento S, en donde uno de los dos segmentos L se selecciona del grupo que
consiste en:

(i) un segmento L, en donde el ORF que codifica la GP esté bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(i) un segmento L, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(iii) un segmento L, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
(iv) un segmento L, en donde el ORF que codifica la GP esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;

(v) un segmento L, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus; y

(vi) un segmento L, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus,
en donde la particula de virus trisegmentada comprende dos ORF heter6logos.

Ademas, la invencion proporciona un ADNc del genoma de la particula de arenavirus trisegmentada de la invencién.
La invencion también proporciona un vector de expresién de ADN que comprende el ADNc.

Ademas, la invencion proporciona una célula huésped que comprende la particula de arenavirus trisegmentada, el
ADNC o el vector de la invencion.

Ademas, la invencién proporciona un método para generar la particula de arenavirus trisegmentada de la invencion,
en donde el método comprende:

(i) transfectar en una célula huésped uno o mas ADNc de un segmento L y dos segmentos S;
(ii) mantener la célula huésped en condiciones adecuadas para la formacion de virus; y
(iii) recoger la particula de arenavirus.

Ademas, la invencién proporciona un método para generar la particula de arenavirus trisegmentada de la invencion,
en donde el método comprende:

(i) transfectar en una célula huésped uno o mas ADNc de los dos segmentos L y un segmento S;
(ii) mantener la célula huésped en condiciones adecuadas para la formacion de virus; y
(iii) recoger la particula de arenavirus.

Ademas, la invencién proporciona una vacuna que comprende una particula de arenavirus trisegmentada de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Finalmente, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende una particula de arenavirus
trisegmentada de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En ciertas realizaciones, un vector viral como se proporciona en la presente memoria es infeccioso, es decir, es capaz
de entrar en o inyectar su material genético en una célula huésped. En ciertas realizaciones mas especificas, un vector
viral como se proporciona en la presente memoria es infeccioso, es decir, es capaz de entrar en o inyectar su material
genético en una célula huésped, seguido de la amplificacion y expresién de su informacion genética dentro de la célula
huésped. En ciertos ejemplos, el vector viral es un vector viral de arenavirus infeccioso y deficiente para la replicacion
preparado por ingenieria para contener un genoma con la capacidad de amplificar y expresar su informacion genética
en células infectadas pero incapaz de producir mas particulas de progenie infecciosas en células normales, no
preparadas por ingenieria genética. En ciertas realizaciones, el vector viral de arenavirus infeccioso es competente
para la replicacion y puede producir mas particulas de progenie infecciosas en células normales, no preparadas por
ingenieria genética. En ciertas realizaciones mas especificas, dicho vector viral competente para la replicacion se
atenda en relacion con el virus de tipo salvaje del que se deriva el vector viral competente para la replicacion.

3.1 Marco de lectura abierto no natural

En ciertas realizaciones, el segmento genémico se prepara por ingenieria para portar un ORF viral en una posicion
distinta de la posicion de tipo salvaje del ORF. En algunas realizaciones, el segmento genémico de arenavirus se
selecciona del grupo que consiste en:

(i) un segmento S, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(i) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 5' UTR arenavirus;
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(iii) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 5' UTR arenavirus;
(iv) un segmento S, en donde el ORF que codifica la GP esté bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;

(v) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 3' UTR arenavirus;
(vi) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina Z esté bajo el control de una 3' UTR arenavirus;
(vii) un segmento L, en donde el ORF que codifica la GP esté bajo el control de una 5' UTR arenavirus;

(viii) un segmento L, en donde el ORF que codifica la NP esté bajo el control de una 5' UTR arenavirus;

ix) un segmento L, en donde el ORF que codifica la proteina L esté bajo el control de una 5' UTR arenavirus;
x) un segmento L, en donde el ORF que codifica la GP esta bajo el control de una 3' UTR arenavirus;

(
(
(xi) un segmento L, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 3' UTR arenavirus; y

(xii) un segmento L, en donde el ORF que codifica la proteina Z esté bajo el control de una 3' UTR arenavirus.

En algunas realizaciones, la 3' UTR de arenavirus es la 3' UTR del segmento S arenavirus o el segmento L arenavirus.
En ciertas realizaciones, la 5' UTR arenavirus es la 5' UTR del segmento S arenavirus o el segmento L arenavirus.

También se proporciona en la presente memoria un ADNc aislado de un segmento genémico de arenavirus
proporcionado en la presente memoria. También se proporciona en la presente memoria, un vector de expresion de
ADN que comprende un ADNc del segmento genémico de arenavirus.

También se proporciona en la presente memoria, una célula huésped que comprende el segmento genémico de
arenavirus, un ADNc del segmento genémico de arenavirus, o el vector que comprende un ADNc del segmento
gendémico de arenavirus.

También se describe en la presente memoria, una particula de arenavirus que comprende el segmento genémico de
arenavirus y un segundo segmento genémico de arenavirus de modo que la particula de arenavirus comprende un
segmento S y un segmento L.

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus es infecciosa y competente para la replicacion. En algunas
realizaciones, la particula de arenavirus esta atenuada. En otros ejemplos, la particula de arenavirus es infecciosa
pero no puede producir mas progenie infecciosa en células que no se complementan.

En ciertas realizaciones, al menos uno de los cuatro ORF que codifican la proteina GP, NP, Z y proteina L se elimina
o0 se inactiva funcionalmente.

En ciertas realizaciones, al menos uno de los cuatro ORF que codifican GP, NP, |la proteina Z y la proteina L se elimina
y se reemplaza con un ORF heterélogo de otro organismo que no sea un arenavirus. En otras realizaciones, solo uno
de los cuatro ORF que codifican GP, NP, la proteina Z y la proteina L se elimina y se reemplaza con un ORF heter6logo
de otro organismo que no sea un arenavirus. En una realizacion més especifica, el ORF que codifica GP se elimina 'y
se reemplaza con un ORF heterdlogo de otro organismo que no sea un arenavirus. En otras realizaciones, el ORF
que codifica NP se elimina y se reemplaza con un ORF heterdélogo de otro organismo que no sea un arenavirus. En
algunas realizaciones, el ORF que codifica la proteina Z se elimina y se reemplaza con un ORF heterdlogo de otro
organismo que no sea un arenavirus. En otras realizaciones, el ORF que codifica la proteina L se elimina y se
reemplaza con un ORF heter6logo de otro organismo que no sea un arenavirus.

En ciertas realizaciones, el ORF heterélogo codifica una proteina informadora. En algunas realizaciones, el ORF
heterdlogo codifica un antigeno derivado de un organismo infeccioso, tumor o alergeno. En otras realizaciones, el ORF
heterdlogo que codifica un antigeno se selecciona de antigenos de virus de inmunodeficiencia humana, antigenos de
virus de hepatitis C, antigeno de superficie de hepatitis B, antigenos de virus varicela zoster, antigenos de
citomegalovirus, antigenos de mycobacterium tuberculosis y antigenos asociados a tumores.

En ciertas realizaciones, el crecimiento o la infectividad de la particula de arenavirus no se ve afectado por el ORF
heterdlogo de otro organismo que no sea un arenavirus.

También se proporciona en la presente memoria un método para producir el segmento genémico de arenavirus. En
ciertas realizaciones, el método comprende transcribir el ADNc del segmento genémico de arenavirus.

También se proporciona en la presente memoria un método para generar la particula de arenavirus. En ciertas
realizaciones, el método para generar la particula de arenavirus comprende:

(i) transfectar en una célula huésped el ADNc del segmento genémico de arenavirus;

(i) transfectar en la célula huésped un plasmido que comprende el ADNc del segundo segmento genémico de
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arenavirus;

(iii) mantener la célula huésped en condiciones adecuadas para la formacién de virus; y

(iv) recoger la particula de arenavirus.

En ciertas realizaciones, la transcripcion del segmento L y el segmento S se realiza usando un promotor bidireccional.

En ciertas realizaciones, el método comprende ademas transfectar en una célula huésped uno o mas acidos nucleicos
que codifican una polimerasa de arenavirus. En realizaciones ain més especificas, la polimerasa es la proteina L. En
otras realizaciones, el método comprende ademas transfectar en la célula huésped uno o mas acidos nucleicos que
codifican la NP.

En ciertas realizaciones, la transcripcién del segmento L y el segmento S estan cada uno bajo el control de un promotor
seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un promotor de ARN polimerasa [;
(i) un promotor de ARN polimerasa Il; y
(iii) un promotor T7.

En otro ejemplo, en la presente memoria se proporciona una vacuna que comprende una particula de arenavirus, en
donde al menos uno de los cuatro ORF que codifican GP, NP, la proteina Z y la proteina L se elimina o se inactiva
funcionalmente; o en donde al menos un ORF que codifica GP, NP, la proteina Z y la proteina L se elimina y se
reemplaza con un ORF heter6logo de otro organismo que no sea un arenavirus; o en donde solo uno de los cuatro
ORF que codifican GP, NP, la proteina Z y la proteina L se elimina y se reemplaza con un ORF heter6logo de otro
organismo que no sea un arenavirus. En realizaciones mas especificas, la vacuna comprende ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En otro ejemplo, en la presente memoria se proporciona una composicién farmacéutica que comprende una particula
de arenavirus, en la que al menos uno de los cuatro ORF que codifican GP, NP, la proteina Z y la proteina L se elimina
o se inactiva funcionalmente; o en donde al menos un ORF que codifica GP, NP, la proteina Z y la proteina L se elimina
y reemplaza con un ORF heter6logo de otro organismo que no sea un arenavirus; o en donde solo uno de los cuatro
ORF que codifican GP, NP, la proteina Z y la proteina L se elimina y se reemplaza con un ORF heterdlogo de otro
organismo que no sea un arenavirus. En realizaciones mas especificas, el vehiculo farmacéuticamente aceptable
comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En ciertas realizaciones, el segmento gendémico de arenavirus o la particula de arenavirus se deriva de LCMV. En
algunas realizaciones, el segmento gendémico de arenavirus o la particula de arenavirus se deriva de la cepa LCMV
MP, la cepa Armstrong o la cepa Armstrong Clon 13. En otras realizaciones, el segmento genémico de arenavirus o
la particula de arenavirus se deriva de la vacuna del virus Junin Candid # 1, o la cepa de la vacuna del virus Junin XJ
Clon 3.

3.2 Arenavirus trisegmentado

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona una particula de arenavirus trisegmentada que comprende un
segmento L y dos segmentos S. En algunas realizaciones, la propagacion de la particula de arenavirus trisegmentada
no da lugar a una particula viral bisegmentada competente para la replicacion después de 70 dias de infeccion
persistente en ratones que carecen de receptor de interferdn tipo |, receptor de interferdn tipo 1l y gen activador de
recombinacion 1 (RAG1 ), y que han sido infectados con 10* UFP de la particula de arenavirus trisegmentada. En
ciertas realizaciones, la recombinacién entre segmentos de los dos segmentos S, que une dos ORF de arenavirus en
solo uno en lugar de dos segmentos separados, anula la actividad del promotor viral.

En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona una particula de arenavirus trisegmentada que comprende
dos segmentos L y un segmento S. En ciertas realizaciones, la propagacion de la particula de arenavirus trisegmentada
no da lugar a una particula viral bisegmentada competente para la replicacion después de 70 dias de infeccion
persistente en ratones que carecen de receptor de interferdn tipo |, receptor de interferdn tipo 1l y gen activador de
recombinacion 1 (RAG1 ), y que han sido infectados con 10* UFP de la particula de arenavirus trisegmentada. En
ciertas realizaciones, la recombinacién entre segmentos de los dos segmentos L, que une dos ORF de arenavirus en
solo uno en lugar de dos segmentos separados, suprime la actividad del promotor viral.

En ciertas realizaciones, uno de los dos segmentos S se selecciona del grupo que consiste en:
(i) un segmento S, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus
(i) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina Z esté bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(iii) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
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(iv) un segmento S, en donde el ORF que codifica la GP esté bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;

(v) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus; y
(vi) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus.
En ciertas realizaciones, uno de los dos segmentos L se selecciona del grupo que consiste en:

(i) un segmento L, en donde el ORF que codifica la GP esté bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(i) un segmento L, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

iii) un segmento L, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
iv) un segmento L, en donde el ORF que codifica la GP esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;

(
(
(v) un segmento L, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus; y

(vi) un segmento L, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus.

En ciertas realizaciones, la particula 3' UTR de arenavirus trisegmentada es la 3' UTR del segmento S de arenavirus
o el segmento L de arenavirus. En otras realizaciones, la particula 5' UTR de arenavirus trisegmentada es la 5' UTR
del segmento S de arenavirus o el segmento L de arenavirus.

En ciertas realizaciones, los dos segmentos S comprenden uno o dos ORF heterélogos de un organismo distinto de
un arenavirus.

En ciertas realizaciones, los dos segmentos L comprenden uno o dos ORF heterélogos de un organismo distinto de
un arenavirus.

En ciertas realizaciones, el ORF heter6logo codifica un antigeno derivado de un organismo infeccioso, tumor o
alergeno. En otras realizaciones, el ORF heterélogo que codifica un antigeno se selecciona de antigenos de virus de
inmunodeficiencia humana, antigenos de virus de hepatitis C, antigeno de superficie de hepatitis B, antigenos de virus
varicela zoéster, antigenos de citomegalovirus, antigenos de mycobacterium tuberculosis y antigenos asociados a
tumores.

En ciertas realizaciones, al menos un ORF heterélogo codifica una proteina fluorescente. En otras realizaciones, la
proteina fluorescente es una proteina fluorescente verde (GFP) o proteina fluorescente roja (RFP).

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada comprende los cuatro ORF de arenavirus. En
algunas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada es infecciosa y competente para la replicacién.

En ciertos ejemplos, la particula de arenavirus trisegmentada carece de uno o mas de los cuatro ORF de arenavirus.
En otros ejemplos, la particula de arenavirus trisegmentada es infecciosa pero no puede producir mas progenie
infecciosa en células que no se complementan.

En ciertos ejemplos, la particula de arenavirus trisegmentada carece de uno de los cuatro ORF de arenavirus, en
donde la particula de arenavirus trisegmentada es infecciosa pero no puede producir mas progenie infecciosa en
células que no se complementan.

En algunos ejemplos, la particula de arenavirus trisegmentada carece del ORF de GP.

En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona una particula de arenavirus trisegmentada que comprende
un segmento L y dos segmentos S. En ciertas realizaciones, un primer segmento S esta preparado por ingenieria para
portar un ORF que codifica GP en una posicion bajo el control de una 3' UTR de arenavirus y un ORF que codifica un
primer gen de interés en una posicion bajo el control de una 5' UTR de arenavirus. En algunas realizaciones, un
segundo segmento S esta preparado por ingenieria para portar un ORF que codifica la NP en una posicion bajo el
control de una 3' UTR de arenavirus y un ORF que codifica un segundo gen de interés en una posicion bajo el control
de una 5' UTR de arenavirus.

En otro aspecto més, en la presente memoria se proporciona una particula de arenavirus trisegmentada que
comprende un segmento L y dos segmentos S. En ciertas realizaciones, un primer segmento S esta preparado por
ingenieria para portar un ORF que codifica GPen una posicién bajo el control de una 5' UTR de arenavirus y un ORF
que codifica un primer gen de interés en una posicion bajo el control de una 3' UTR arenavirus. En algunas
realizaciones, un segundo segmento S esta preparado por ingenieria para portar un ORF que codifica NP en una
posicién bajo el control de una 5' UTR de arenavirus y un ORF que codifica un segundo gen de interés en una posicién
bajo el control de una 3' UTR de arenavirus.

En ciertas realizaciones, el gen de interés codifica un antigeno derivado de un organismo infeccioso, tumor o alergeno.
En otras realizaciones, el gen de interés codifica un antigeno seleccionado de antigenos de virus de inmunodeficiencia
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humana, antigenos de virus de hepatitis C, antigeno de superficie de hepatitis B, antigenos de virus varicela zoster,
antigenos de citomegalovirus, antigenos de mycobacterium tuberculosis y antigenos asociados a tumores. En otra
realizacién mas, al menos un gen de interés codifica una proteina fluorescente. En una realizacion especifica, la
proteina fluorescente es GFP o RFP.

También se proporciona en la presente memoria un ADNc aislado del genoma de la particula de arenavirus
trisegmentada. También se proporciona en la presente memoria, un vector de expresién de ADN que comprende un
ADNCc del genoma de la particula de arenavirus trisegmentada. También se proporciona en la presente memoria uno
0 mas vectores de expresion de ADN que comprenden individualmente o en su totalidad el ADNc del arenavirus
trisegmentado.

También se proporciona en la presente memoria, una célula huésped que comprende la particula de arenavirus
trisegmentada, el ADNc del genoma de la particula de arenavirus trisegmentada, o el vector que comprende el ADNc
del genoma de la particula de arenavirus trisegmentada.

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada se atenua.

También se proporciona en la presente memoria un método para generar la particula de arenavirus trisegmentada. En
ciertas realizaciones, el método para generar la particula de arenavirus comprende:

(i) transfectar en una célula huésped uno o mas ADNc de un segmento L y dos segmentos S;
(ii) mantener la célula huésped en condiciones adecuadas para la formacion de virus; y
(iii) recoger la particula de arenavirus.

También se proporciona en la presente memoria un método para generar la particula de arenavirus trisegmentada. En
ciertas realizaciones, el método para generar la particula de arenavirus trisegmentada comprende:

(i) transfectar en una célula huésped uno o mas ADNc de dos segmentos L y un segmento S;
(ii) mantener la célula huésped en condiciones adecuadas para la formacion de virus; y
(iii) recoger la particula de arenavirus.

En ciertas realizaciones, la transcripcion de un segmento L y dos segmentos S se realiza usando un promotor
bidireccional. En algunas realizaciones, la transcripcion de los dos segmentos L y un segmento S se realiza usando
un promotor bidireccional.

En ciertas realizaciones, el método comprende ademas transfectar en una célula huésped uno o mas acidos nucleicos
que codifican una polimerasa de arenavirus. En realizaciones aiin méas especificas, la polimerasa es la proteina L. En
otras realizaciones, el método comprende ademas transfectar en la célula huésped uno o mas acidos nucleicos que
codifican la proteina NP.

En ciertas realizaciones, la transcripcion de un segmento L y dos segmentos S estan cada uno bajo el control de un
promotor seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un promotor de ARN polimerasa [;
(i) un promotor de ARN polimerasa Il; y
(iii) un promotor T7.

En ciertas realizaciones, la transcripcion de los dos segmentos L y un segmento S estan cada uno bajo el control de
un promotor seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un promotor de ARN polimerasa [;
(i) un promotor de ARN polimerasa Il; y
(iii) un promotor T7.

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada tiene el mismo tropismo que la particula de
arenavirus bisegmentada. En otros ejemplos, la particula de arenavirus trisegmentada es deficiente para la replicacién.

En otra realizacion, en la presente memoria se proporciona una vacuna que comprende una particula de arenavirus
trisegmentada y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion, en la presente memoria se proporciona una composicién farmacéutica que comprende una
particula de arenavirus trisegmentada y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada se deriva de LCMV. En algunas realizaciones, la
particula de arenavirus trisegmentada se deriva de la cepa MP de LCMV, la cepa Armstrong o la cepa Armstrong Clon
13. En otras realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada se deriva de la vacuna de virus Junin Candid #1,
o la vacuna de virus Junin cepa XJ Clon 3.

3.3 Convenciones y abreviaturas

Abreviatura Convencion

APC Célula presentadora de antigeno

art Artificial

CAT Cloranfenicol acetiltransferasa

CMI inmunidad mediada por células
CD8 Agrupacion de diferenciacion 8

CD4 Agrupacion de diferenciacion 4

GFP Proteina verde fluorescente

GP Glicoproteina

IGR Region intergénica

JUNV Virus Junin

LCMV Virus de la coriomeningitis linfocitica
Proteina L ARN polimerasa dependiente de ARN
Segmento L Segmento largo

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
Proteina Z Proteina de matriz Z

nat Natural

NP Nucleoproteina

ORF Marco de lectura abierto

RFP Proteina fluorescente roja

r2JUNV JUNV bisegmentado recombinante
r3JUNV JUNV trisegmentado recombinante
r2LCMV LCMV bisegmentado recombinante
r3LCMV LCMV trisegmentado recombinante
Segmento S Segmento corto




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2811093 T3

Abreviatura Convencion
UTR Region no traducida
VSV Virus de estomatitis vesicular

4. Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Los virus trisegmentados recombinantes muestran un crecimiento alterado en comparacién con el LCMV de
tipo salvaje independientemente de la posicion del ORF de GP en el genoma. (A-C) Representacion esquematica de
la organizacién gendémica de LCMV bisegmentados y trisegmentados. El genoma bisegmentado del LCMV de tipo
salvaje consiste en un segmento S que codifica GP y NP y un segmento L que codifica la proteina Z y la proteina L
(A). Ambos segmentos estan flanqueados por las respectivas UTR en 5'y 3'. El genoma de los LCMV trisegmentados
recombinantes (r3LCMV) consiste en un segmento L y dos segmentos S con una posicién donde insertar un gen de
interés (aqui GFP) en cada uno de los segmentos S. (B) r3LCMV-GFPraura (nat) tiene todos los genes virales en su
posicion natural, mientras que el ORF de GP en r3BLCMV-GFPatifical (art) se yuxtapone artificialmente y se expresa
bajo el control de la 3' UTR (C). (D) Cinética de crecimiento de los virus indicados en células BHK-21, infectadas a una
multiplicidad de infeccién (moi) de 0,01 (LCMV de tipo salvaje: triangulos grises; r3LCMV-GFP": circulos negros;
r3LCMV-GFa": cuadrados blancos). El sobrenadante se tomé en los puntos de tiempo indicados después de la
infeccion y las titulaciones virales se determinaron mediante un ensayo de formacion de foco. Los simbolos y las barras
representan la media £ SEM de tres réplicas por grupo. Las barras de error estan ocultas en el tamafio del simbolo.

Figura 2: Las preparaciones de virus trisegmentados contienen una mayoria de particulas bisegmentadas deficientes
para la replicacion (r2LCMV). (A) r2LCMV (barras blancas), r3LCMV-GFPIRFP2" (barras negras, GFP-GP, RFP-NP)
y r3LCMV-GFP/RFP" (barras grises, GP-GFP, RFP-NP) se crecieron en células BHK-21 de tipo salvaje y se
determiné la infectividad del sobrenadante en células BHK-21 no complementarias de tipo salvaje (BHK21), células
BHK-21 que expresan GP (BHK- GP) o que expresan NP (BHK-NP). Las titulaciones en las células BHK-21 y BHK-
GP se determinaron mediante tincion de focos virales positivos para NP. Las titulaciones en células BHK-21 que
complementan NP se determinaron contando focos positivos para GP. Las titulaciones se normalizaron respecto a la
titulacién promedio obtenida cuando se evaluaron en células BHK-21, y por lo tanto se expresan como un multiplo de
las mismas. Las barras representan la media + SEM de seis réplicas por grupo. ns.: no estadisticamente significativo
(p = 0,05); **: p <0,01 por ANOVA de 1 via seguido por la prueba posterior de Dunnett usando r2LCMV como
referencia. (B) r2LCMV (grafico izquierdo) o r3LCMV-GFP/RFPa" (grafico medio y derecho) se crecieron en células
BHK-21 de tipo salvaje (BHK21; grafico izquierdo y medio) o células BHK-21 que expresan NP (BHK-NP, gréfico
derecho) y se evalud la fluorescencia 12 horas después de la infeccion por citometria de flujo. Las células infectadas
con r2LCMV se usaron como control de activacion. Se muestra un grafico representativo por condicién. (C)
Cuantificacion de células GFP +, RFP + o positivas dobles GFP + RFP + 12 horas después de la infeccién con rBLCMV-
GFP/RFPat en células BHK-21 o BHK-NP. Las barras representan la media £ SEM de tres réplicas por grupo. ns.: no
estadisticamente significativo (p = 0,05); ***: p <0,001 por ensayo de la t de student de dos colas no emparejado.

Figura 3: Disefio y cinética de crecimiento de virus trisegmentados recombinantes que portan un ORF de GP
parcialmente optimizado por codones o una etiqueta genética en la IGR del segmento S. (A) Esquema del segmento
S preparado por ingenieria genética en donde los 255 pares de bases C-terminales de GP estan optimizados por
codones y NP se reemplaza por GFP (ORF de GP denominado "WE/WET"). Se realizé la cinética de crecimiento del
r3BLCMV-WEWET/GFP" trisegmentado que consiste en dos segmentos S y uno L como se detalla en la Fig. 1B, con
modificacion del segmento S que contiene GP como se muestra en (A) en células BHK-21. El sobrenadante se tomé
en los puntos de tiempo indicados después de la infeccién a moi = 0,01 y las titulaciones virales se determinaron por
ensayo de formacién de foco (B). Los simbolos y las barras representan la media =+ SEM de tres réplicas por grupo.
Las barras de error estan ocultas en el tamafno del simbolo. (C) Esquema del segmento S que codifica NP en donde
se ha eliminado un par de bases de la IGR para "etiquetar" genéticamente este elemento de ARN no codificante. El
residuo G eliminado (indicado por una flecha) se encuentra fuera de la estructura critica de bucle-tallo de la IGR. Se
realizé cinética de crecimiento comparativa de virus trisegmentados con o sin etiqueta genética en la IGR del segmento
S que codifica NP (r3LCMV-GFP": circulos negros; r3LCMV-GFP"a IGR*: circulos blancos) en células BHK-21 a un
moi de 0,01. El sobrenadante se recogio en los puntos de tiempo indicados después de la infeccidn y las titulaciones
virales se determinaron mediante un ensayo de formacién de foco. Los simbolos y las barras representan la media +
SEM de tres réplicas por grupo. Se muestran datos representativos de uno de los dos experimentos independientes.

Figura 4: La infeccion persistente por rBLCMV-GFP"a pero no r3LCMV-GFP2a" en ratones inmunodeficientes alcanza
niveles de viremia equivalentes al virus bisegmentado de tipo salvaje y da como resultado la pérdida de la expresion
de GFP. (A) Los ratones AGRAG se infectaron por via intravenosa con 1x10* PFU de r3LCMV-GFP" (circulos
negros), r3LCMV-GFP2! (cuadrados blancos) o r2LCMV control bisegmentado (tridngulos grises) y la viremia se
monitorizé en el tiempo. Los simbolos representan la media + SEM de 3-7 ratones por grupo. (B) Se muestra la viremia
por LCMV el dia 127 después de la infeccion intravenosa de ratones AGRAG con 1x10* PFU de r3LCMV-GFP"t o
r3BLCMV-GFPa*®, Se realizaron ensayos de inmunofoco para detectar la nucleoproteina NP (circulos grises) o GFP
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(circulos blancos). Los simbolos representan ratones individuales. ns.: no estadisticamente significativo (p = 0,05); ***:
p <0,001 (ensayo de la t de student de dos colas no emparejado). (C-E) Se analizé la sangre de ratones AGRAG
infectados con r3LCMV-GFP", r3LCMV-GFP2a o r2LCMV en el dia 120 después de la infeccion por citometria de flujo
para detectar la presencia de células GFP+. Los monocitos y los macréfagos se identificaron utilizando la estrategia
de activacion descrita en (C). Un grafico representativo de FACS para cada grupo y una superposicion de histograma
representativo de la expresién de GFP se muestra en (D). (E) Cuantificacion de la poblacion de GFP+ dentro de la
poblacién de monocitos/macréfagos CD11b+ GR1. Los simbolos representan ratones individuales.

Figura 5: La infeccién persistente por rS3LCMV-GFP" de ratones da como resultado la recombinacion del segmento S
y la pérdida de transgenes funcionales de longitud completa. EI ARN viral se aislé del suero de ratones AGRAG el dia
127 después de la infeccion intravenosa con 1x10* PFU de r3LCMV-GFPn o r3LCMV-GFP2t, El ARN viral se
transcribi6 inversamente y el ADNc que portaba tanto secuencias NP como GP se amplificé por PCR con cebadores
especificos de gen apropiados. (A) Electroforesis de ADN de productos de PCR obtenidos después de (+ RT, carriles
1-8) o sin transcripcién inversa previa del molde de ARN (-RT, control negativo, carriles 9-12). El suero de un animal
sin tratar se us6é como un control negativo separado (n, carril 8) y un ADN plasmidico que codifica un segmento S de
LCMV de tipo salvaje como control positivo (p, carril 17). Los amplicones de los carriles 1-3 se sometieron a la
secuenciacion de Sanger. (B) Secuencia representativa de ADNc obtenida del animal n® 3 (rSLCMV-GFP"a # 3)
revelando un segmento S recombinado que combina secuencias de NP y GP, dos IGR (negrita) y una porcién de GFP
C-terminal (resaltado en gris) (SEQ ID NO: 17). (C) Esquema de tres secuencias del segmento S viral recombinadas
aisladas el dia 127 después de la infeccidn, cada una de las cuales domina la poblacién viral en un raton AGRAG
representativo. La IGR etiquetada que se origina del segmento S portador de NP esta marcada con una estrella (*).
La cadena que se ha secuenciado se indica mediante una flecha doble (<-->). Las indicaciones de longitud de pares
de bases (pb) describen los elementos IGR remanentes y truncados (acortados) anteriores de GFP.

Figura 6: La cinética de crecimiento del virus recombinado con dos IGR en el segmento S es similar al virus
bisegmentado. Las células BHK-21 se infectaron a una moi de 0,01 con LCMV bisegmentado (triangulos grises) que
portaba un segmento S de tipo salvaje, con r3LCMV-GFP" trisegmentado (circulos negros) o con r2LCMV_2IGR
(diamantes blancos) que porta un segmento S correspondiente al producto de recombinacion recuperado de un raton
AGRAG infectado (comparese con la Fig. 5). El sobrenadante se tomé en los puntos de tiempo indicados y las
titulaciones virales se determinaron por ensayo de formacion de foco. Los simbolos y las barras representan la media
+ SEM de tres réplicas por grupo. Las barras de error y estan ocultas en el tamafo del simbolo. ns.: no
estadisticamente significativo (p = 0,05); ***: p <0,001 (ANOVA de 1 via seguido de la prueba posterior de Bonferroni
para comparaciones multiples).

Figura 7: Modelo para los eventos de recombinacién responsables de la pérdida transgénica de r3LCMV-GP" y
mecanismo postulado de la estabilidad genética de rSLCMV-GP21 . Este modelo se basa en los datos de secuencia
de la terminacion de la transcripcion de LCMV (Meyer y Southern, 1993, J Virol, 67 (5): 2621-2627) combinado con
evidencia genética inversa para la IGR como sefial de terminacién de la transcripcién (Pinschewer et al., 2005, J Virol,
79 (7): 4519-4526). Conjuntamente, estos hallazgos sugirieron una pausa de polimerasa dependiente de la estructura
al completar la estructura de horquilla de la IGR. Se encontré que el remanente de GFP entre los dos IGR en
segmentos S recombinados se origind a partir de uno o ambos segmentos S, fomentando el modelo de que el cambio
de molde de la polimerasa (también conocido como eleccién de copia) ocurrié cuando la polimerasa se detuvo, ya sea
durante la sintesis del genoma o del antigenoma (debajo los escenarios Ay B, respectivamente). (A) Durante la sintesis
de antigenoma, la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) se inicia en la 3'UTR de un molde de segmento S
gendmico y luego lee a través de ORF de NP e IGR. Al final de la IGR, la polimerasa se detiene debido a la estructura
secundaria ("pausa de polimerasa dependiente de la estructura”). El bloqueo de la polimerasa facilita la eleccion de
copia y la continuacion de la replicacion de ARN en un molde alternativo (aqui: genoma del segmento S que codifica
GP). El cambio de molde debe ocurrir en 5' del codén de parada GP, y aparentemente es mas probable que apunte a
secuencias cercanas a o en la base de la horquilla IGR. Continuando su lectura a través del extremo C de la segunda
GFP del molde, la polimerasa sintetiza una segunda IGR, el ORF de GP y la 5'UTR. (B) Durante la sintesis del genoma,
la RdRp inicia la sintesis del ARN en el extremo 3' de un molde de segmento S antigenédmico que contiene GP, sintetiza
la5'UTR, GP y la mayoria o la totalidad de la IGR, seguido de una pausa de la polimerasa dependiente de la estructura.
Se produce la eleccion de copia, cambiando en la porcion C-terminal del ORF de GFP cerca de la IGR de un segmento
S que contiene NP. Por lo tanto, la replicacion afiade un fragmento de GFP, seguido de un IGR de longitud completa,
laNPy 3'UTR. (C - D) El cambio de molde de manera andloga a los escenarios (A) y (B) también puede ocurrir durante
la sintesis del genoma o antigenoma de r3LCMV-GFP2", Este proceso también puede combinar los ORF de NP y GP
en un segmento de ARN. Sin embargo, este Ultimo estd compuesto por dos 3' UTR en lugar de una 3'UTR y una
5'UTR, que solo juntos forman un promotor viral funcional. Por lo tanto, tales moléculas no pueden ser amplificadas
por la RdRp y, por lo tanto, no forman virus recombinados competentes para la replicacion.

Figura 8: Se generd un vector de vacuna de r3LCMV-OVA?2! con una organizacién del genoma anéloga a r3LCMV-
GFPat (ver Fig. 1C) pero con dos genes de ovoalbumina (OVA) en lugar de los genes GFP respectivos en el Ultimo
virus. Los ratones C57BL/6 se inmunizaron por via intramuscular (i.m.) con 10* PFU de r3LCMV-OVA&t o con 108
particulas de un vector basado en adenovirus 5 delecionado en E1 deficiente para la replicaciéon que expresa OVA. 8
dias después, los animales fueron sacrificados y se analizé la respuesta de células T incitada en respuesta a la
vacunacion. A: La frecuencia de células T CD8+ especificas de OVA en el bazo se determin6 usando tetrameros MHC
clase | cargados con péptido SIINFEKL. Las frecuencias celulares especificas del epitopo se determinaron entre
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linfocitos CD8+ negativos para B220. B: La funcionalidad de las células T CD8+ especificas de OVA se analiz6
mediante ensayos de citoquinas intracelulares utilizando el péptido SIINFEKL para la reestimulacién. Las barras
representan la media +/- SEM de cinco ratones por grupo. *: p <0,05; **: p> 0,01 por el ensayo de la t de Student de
dos colas sin emparejar.

Figura 9: LCMV trisegmentado induce a las células T CD8+ de memoria polifuncionales. Se infectaron ratones
C57BL/6 i.v. con 1x10° PFU de rBLCMV-OVA o 1x108 PFU de rAd-OVA. Se tomaron los bazos 25 dias después de la
infeccion y se analiz6 la funcionalidad de las células T CD8+ especificas de OVA mediante tincion intracelular de
citoquinas. El perfil de citoquinas (IFN-y, TNF-a e IL-2) de las células T especificas de OVA inducidas por rBLCMV-
OVA (barras negras) o rAd-OVA (barras blancas) se muestra como porcentaje de células T CD8+ (A) o como nameros
absolutos por bazo (B). Los simbolos y las barras representan la media + SEM de cinco ratones por grupo. Se uso el
ensayo de la t de student de dos colas sin emparejar para el andlisis estadistico, los valores de p resultantes se
corrigieron para comparaciones multiples por multiplicacion con el nimero de comparaciones (n = 7). Se muestra un
experimento representativo de dos experimentos similares.

Figura 10: EI LCMV que codifica el antigeno induce respuestas especificas de células T frente a antigenos extrafos y
autoantigenos. Se infectaron ratones C57BL/6 i.v. con 1x10% PFU de r3BLCMV que codifica péptido Her2 de rata,
humano o raton (A, By C, respectivamente). Se tomaron los bazos nueve dias después de la infeccion y se analiz6 la
induccion de células T CD8+ especificas de antigeno funcionales mediante tincién de citoquinas intracelulares y
citometria de flujo. El perfil de citoquinas (IFN-y, TNF-a e IL-2) de células T CD8+ especificas de Her2 inducidas por
r3LCMV se muestra en % de células T CD8+. Los simbolos y las barras representan la media + SEM de tres ratones
por grupo.

Figura 11: El interferén-a se induce después de la infeccién por r3LCMV pero no después de la infeccion con
Adenovirus o Vacciniavirus recombinante. Se infectaron ratones C57BL/6 i.v. con 1x10° PFU de r3LCMV-OVA, 1x108
PFU de rAd-OVA o 1x10° de PFU rVacc-OVA. Se recogi6é sangre en los puntos de tiempo indicados después de la
infeccion y se determinaron los niveles de interferén-a en el suero mediante ELISA. Los simbolos y las barras
representan la media £ SEM de cuatro ratones por grupo. ***: p <0,001 (ANOVA de 2 vias seguido de la prueba
posterior de Bonferroni para comparaciones multiples). Se muestran datos representativos de uno de dos
experimentos independientes.

Figura 12: Crecimiento del cultivo celular de r3JUNV-GFPa! en comparacién con r3JUNV-GFP" y r2JUNV-wt.
r3JUNV-GFPa!y r3JUNV-GFP"® se construyeron de forma anéloga a los respectivos vectores de r3LCMV mostrados
esquematicamente en la Figura 1. Para comparar sus propiedades en el crecimiento del cultivo celular, se infectaron
células 293T a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,01 con r2LCMV-wt, r3JUNV-GFPaly r3JUNV-GFP" y el
sobrenadante se recogi6 en los puntos de tiempo indicados. Las unidades infecciosas (FFU) en el sobrenadante se
determinaron por ensayo de inmunofoco. Los simbolos y las barras representan la media + SEM de tres réplicas por
grupo y estan ocultos en el tamafo del simbolo.

Figura 13: Los JUNV trisegmentados se atentan dramaticamente in vivo y solo conducen a una viremia detectable
tras la pérdida de GFP. (A) Los ratones AGRAG se infectaron i.v. con 7x10* PFU de r3JUNV-GFPa (cuadrados
grises), r3JUNV-GFPa" (triangulos blancos) o cepa r2JUNV bisegmentada control Candid# 1 (circulos negros), y la
viremia se monitoriz6 con el tiempo. Los simbolos representan ratones individuales (n = 3-7 por grupo). (B) La viremia
de JUNV se determino el dia 120 después de la infeccién intravenosa de ratones AGRAG con 7x104 PFU de r3JUNV-
GFP"t o r3JUNV-GFP2, Se realizaron ensayos de inmunofoco para detectar la nucleoproteina NP (circulos grises) o
GFP (circulos blancos). Las preparaciones madre virales usadas para inocular los ratones se usaron como control de
tincion en el ensayo. Los simbolos representan ratones e inéculos individuales, respectivamente.

Figura 14: Las combinaciones homélogas y heterdlogas de sensibilizacion y refuerzo de vectores de vacunas basados
en LCMV y JUNV trisegmentados inducen fuertes respuestas de células T CD8+ especificas de autoantigeno P1A.
(A) El dia 0 y 35 del experimento, los ratones BALB/c fueron inmunizados con 8,5x10* PFU de r3JUNV-P1Aat (r3JUNV-
P1A) y rSLCMV-P1Aat (r3LCMV-P1A) por via intravenosa en las combinaciones homoélogas o heterélogas indicadas
en la grafica. Las células T CD8+ especificas de epitopo se tifieron usando tetrameros MHC clase | cargados con
epitopo P1A en combinacién con anticuerpo anti-CD8a. Se calculé la frecuencia de células que se unen a tetramero
P1A dentro del compartimento de células T CD8+ en sangre periférica (A) y el nimero absoluto de células T CD8+
que se unen a tetramero P1A por microlitro de sangre periférica (B). Los simbolos representan la media +/- SEM de
3-5 ratones por grupo y punto de tiempo.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién proporciona una particula de arenavirus infecciosa trisegmentada y competente para la replicacion que
comprende un segmento L y dos segmentos S, en donde uno de los dos segmentos S se selecciona del grupo que
consiste en:

(i) un segmento S, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(ii) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina Z esté bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
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(iii) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
(iv) un segmento S, en donde el ORF que codifica la GP esté bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;

(v) un segmento S, en donde el ORF que codifica el L esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus; y

(vi) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus,
en donde la particula de virus trisegmentada comprende dos ORF heterologos.

La invencién proporciona una particula de arenavirus infecciosa trisegmentada y competente para la replicacion que
comprende dos segmentos L y un segmento S, en donde uno de los dos segmentos L se selecciona del grupo que
consiste en:

(i) un segmento L, en donde el ORF que codifica la GP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(i) un segmento L, en donde el ORF que codifica el NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(iii) un segmento L, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
(iv) un segmento L, en donde el ORF que codifica la GP esté bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;

(v) un segmento L, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus; y

(vi) un segmento L, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus,
en donde la particula de virus trisegmentada comprende dos ORF heterologos.

Ademas, la invencion proporciona un ADNc del genoma de la particula de arenavirus trisegmentada de la invencion.
La invencion también proporciona un vector de expresién de ADN que comprende el ADNc.

Ademas, la invencion proporciona una célula huésped que comprende la particula de arenavirus trisegmentada, el
ADNCc o el vector de la invencion.

Ademas, la invencién proporciona un método para generar la particula de arenavirus trisegmentada de la invencion,
en donde el método comprende:

(i) transfectar en una célula huésped uno o mas ADNc de un segmento L y dos segmentos S;
(ii) mantener la célula huésped en condiciones adecuadas para la formacion de virus; y
(iii) recoger la particula de arenavirus.

Ademas, la invencion proporciona un método para generar la particula de arenavirus trisegmentada de la invencion,
en donde el método comprende:

(i) transfectar en una célula huésped uno o0 méas ADNc de los dos segmentos L y un segmento S;
(ii) mantener la célula huésped en condiciones adecuadas para la formacion de virus; y
(iii) recoger la particula de arenavirus.

Ademas, la invencién proporciona una vacuna que comprende una particula de arenavirus trisegmentada de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Finalmente, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende una particula de arenavirus
trisegmentada de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

4.1 Arenavirus con un marco de lectura abierto en una posicion no natural

En la presente memoria se proporcionan arenavirus con reordenamientos de sus ORF. En ciertas realizaciones, tales
arenavirus son competentes para la replicacion e infecciosos. Las secuencias gendémicas de tales arenavirus se
proporcionan en la presente memoria. En un aspecto, en la presente memoria se proporciona un segmento genémico
de arenavirus, en donde el segmento genémico de arenavirus esta preparado por ingenieria para portar un ORF de
arenavirus en una posicion distinta de la posicion en la que se encuentra el gen respectivo en virus aislados de la
naturaleza, tales como LCMV-MP (véanse las SEQ ID NO: 4 y 5) (denominado en la presente memoria "posicion de
tipo salvaje") del ORF (es decir, una posicién no natural). En una realizacion, la particula de arenavirus es un LCMV.

Los segmentos gendmicos de arenavirus de tipo salvaje y los ORF se conocen en la técnica. En particular, el genoma
del arenavirus consiste en un segmento S y un segmento L. El segmento S porta los ORF que codifican la GP y la NP.
El segmento L codifica la proteina L y la proteina Z. Ambos segmentos estan flanqueados por las respectivas UTR en
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5"y 3' (véase la Figura 1A). Los segmentos gendémicos de arenavirus de tipo salvaje ilustrativos se proporcionan en
las SEQ ID NO: 1-10.

En ciertas realizaciones, un segmento gendémico de arenavirus se puede preparar por ingenieria para portar dos o
mas ORF de arenavirus en una posicién distinta de la posicion de tipo salvaje. En otras realizaciones, el segmento
gendmico de arenavirus se puede preparar por ingenieria para portar dos ORF de arenavirus, o tres ORF de
arenavirus, o cuatro ORF de arenavirus en una posicion distinta de la posicién de tipo salvaje.

En ciertas realizaciones, un segmento genémico de arenavirus puede ser:
(i) un segmento S de arenavirus, en donde el ORF que codifica el NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(ii) un segmento S de arenavirus, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 5' UTR de
arenavirus;

(iii) un segmento S de arenavirus, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 5' UTR de
arenavirus;

(iv) un segmento S de arenavirus S, en donde el ORF que codifica el GP esta bajo el control de una 3' UTR de
arenavirus;

(v) un segmento S de arenavirus S, en donde el ORF que codifica la proteina L esté bajo el control de una 3' UTR de
arenavirus;

(vi) un segmento S de arenavirus, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 3' UTR de
arenavirus;

(vii) un segmento L de arenavirus, en donde el ORF que codifica el GP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
(viii) un segmento L de arenavirus, en donde el ORF que codifica el NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(ix) un segmento L de arenavirus, en donde el ORF que codifica la proteina L est& bajo el control de una 5' UTR de
arenavirus;

(x) un segmento L de arenavirus, en donde el ORF que codifica el GP esté bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;

xi) un segmento L de arenavirus, en donde el ORF que codifica el NP esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;
y

(xii) un segmento L de arenavirus, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 3' UTR de
arenavirus.

En ciertas realizaciones, el ORF que esta en la posicion no natural del segmento genémico de arenavirus descrito en
la presente memoria puede estar bajo el control de una 3' UTR de arenavirus o una 5' UTR de arenavirus. En
realizaciones mas especificas, la 3' UTR de arenavirus es la 3' UTR del segmento S de arenavirus. En otra realizacion
especifica, la 3' UTR de arenavirus es la 3'UTR del segmento L de arenavirus. En realizaciones mas especificas, la 5'
UTR de arenavirus es la 5' UTR del segmento S de arenavirus. En otras realizaciones especificas, la 5 UTR es la &'
UTR del segmento L.

En otras realizaciones, el ORF que esta en la posicion no natural del segmento genémico de arenavirus descrito en la
presente memoria puede estar bajo el control del elemento de secuencia terminal conservado de arenavirus (las
regiones 5'y 3' terminales de 19-20-nt) (véase, p. €j., Pérez y de la Torre, 2003, J Virol. 77 (2): 1184-1194).

En ciertas realizaciones, el ORF que esta en la posicion no natural del segmento genémico de arenavirus puede estar
bajo el control del elemento promotor de la 5' UTR (véase, p. €j., Albarino et al., 2011, J Virol., 85 (8): 4020-4). En otra
realizacién, el ORF que esta en la posicion no natural del segmento genémico de arenavirus puede estar bajo el control
del elemento promotor de la 3'UTR (véase, p. €j., Albarino ef al., 2011, J Virol., 85 (8): 4020-4). En realizaciones mas
especificas, el elemento promotor de la 5' UTR es el elemento promotor 5' UTR del segmento S o el segmento L. En
otra realizacion especifica, el elemento promotor de la 3' UTR es el elemento promotor 3' UTR del segmento S o el
segmento L.

En ciertas realizaciones, el ORF que esta en la posiciéon no natural del segmento genémico de arenavirus puede estar
bajo el control de una 3' UTR de arenavirus truncada o una 5' UTR de arenavirus truncada (véase, p. €j., Pérez y de
la Torre, 2003, J Virol. 77 (2): 1184-1194; Albarino et al., 2011, J Virol., 85 (8): 4020-4). En realizaciones mas
especificas, la 3' UTR truncada es la 3' UTR del segmento S o segmento L de arenavirus. En realizaciones mas
especificas, la 5' UTR truncada es la 5' UTR del segmento S o segmento L de arenavirus.

También se describe en la presente memoria, una particula de arenavirus que comprende un primer segmento
gendmico que ha sido preparado por ingenieria para portar un ORF en una posicion distinta de la posicion de tipo
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salvaje del ORF y un segundo segmento genémico de arenavirus de modo que la particula de arenavirus comprenda
un segmento S y un segmento L. En ejemplos especificos, el ORF en una posicién distinta de la posicién de tipo
salvaje del ORF es uno de los ORF de arenavirus.

En ciertos ejemplos especificos, la particula de arenavirus puede comprender un complemento completo de los cuatro
ORF de arenavirus. En ejemplos especificos, el segundo segmento gendémico de arenavirus ha sido preparado por
ingenieria para portar un ORF en una posicion distinta de la posicién de tipo salvaje del ORF. En otros ejemplos
especificos, el segundo segmento gendmico de arenavirus puede ser el segmento genémico de tipo salvaje (es decir,
comprende los ORF en el segmento en la posicién de tipo salvaje).

En ciertos ejemplos, el primer segmento genémico de arenavirus es un segmento L y el segundo segmento genémico
de arenavirus es un segmento S. En otros ejemplos, el primer segmento genémico de arenavirus es un segmento Sy
el segundo segmento gendmico de arenavirus es un segmento L.

En la Tabla 1 se ilustran ejemplos no limitantes de la particula de arenavirus que comprende un segmento genémico
con un ORF en una posicién distinta de la posicion de tipo salvaje del ORF y un segundo segmento gendémico.

Tabla 1
Particula de arenavirus

* La posicién 1 esta bajo el control de una 5' UTR del segmento S de arenavirus; La posicion 2 esta bajo el control de
una 3' UTR del segmento S de arenavirus; La posicion 3 esta bajo el control de una 5' UTR del segmento L de
arenavirus; La posicion 4 esta bajo el control de una 3' UTR del segmento L de arenavirus.

Posicion 1 Posicion 2 Posicion 3 Posicion 4
GP NP L z
GP z L NP
GP z NP L
GP L NP z
GP L z NP
NP GP L Z
NP GP z L
NP L GP Z
NP L z GP
NP z GP L
NP z L GP
z GP L NP
z GP NP L
z NP GP L
z NP L GP
z L NP GP
z L GP NP
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Posicion 1 Posicion 2 Posicion 3 Posicion 4
L NP GP z
L NP z GP
L GP z NP
L GP NP z
L z NP GP
L z GP NP

También se describe en la presente memoria, un ADNc del segmento gendmico de arenavirus preparado por
ingenieria para portar un ORF en una posicion distinta de la posicién de tipo salvaje del ORF. En ejemplos mas
especificos, se describe en la presente memoria un ADNc o un conjunto de ADNc de un genoma de arenavirus como
se expone en la Tabla 1.

En ciertas realizaciones, un ADNc del segmento genémico de arenavirus que esta preparado por ingenieria para portar
un ORF en una posicion distinta de la posicion de tipo salvaje del ORF forma parte o esté incorporado en un vector de
expresion de ADN. En una realizacion especifica, un ADNc del segmento gendmico de arenavirus que esta preparado
por ingenieria para portar un ORF en una posicion distinta de la posicion de tipo salvaje del ORF forma parte o esta
incorporado en un vector de expresién de ADN que facilita la produccion de un segmento gendémico de arenavirus
como se describe en la presente memoria. En otra realizacion, un ADNc descrito en la presente memoria puede
incorporarse en un plasmido. Se proporciona una descripcién mas detallada de los ADNc o acidos nucleicos y sistemas
de expresion en la Seccién 4.5.1. Las técnicas para la produccién de un ADNc son técnicas rutinarias y convencionales
de biologia molecular y manipulacién y produccion de ADN. Se puede usar cualquier técnica de clonacién conocida
por el experto en la técnica. Tales técnicas son bien conocidas y estan disponibles para el experto en la técnica en
manuales de laboratorio tales como, Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicion, Cold
Spring Harbor Laboratory N.Y. (2001)).

En ciertas realizaciones, se introduce (p.ej., se transfecta) el ADNc del segmento gendmico de arenavirus que esta
preparado por ingenieria para portar un ORF en una posicion distinta de la posicion de tipo salvaje del ORF en una
célula huésped. Por lo tanto, en algunas realizaciones proporcionadas en la presente memoria, es una célula huésped
que comprende un ADNc del segmento gendmico de arenavirus que esta preparado por ingenieria para portar un ORF
en una posicion distinta de la posicion de tipo salvaje del ORF (es decir, un ADNc del segmento genémico). En otras
realizaciones, el ADNc descrito en la presente memoria forma parte o puede incorporarse en un vector de expresion
de ADN e introducirse en una célula huésped. Por lo tanto, en algunas realizaciones proporcionadas en la presente
memoria es una célula huésped que comprende un ADNc descrito en la presente memoria que se incorpora en un
vector. En otras realizaciones, el segmento genémico de arenavirus descrito en la presente memoria se introduce en
una célula huésped.

En ciertas realizaciones, en la presente memoria se describe un método para producir el segmento genémico de
arenavirus, en donde el método comprende transcribir el ADNc del segmento gendmico de arenavirus. En ciertas
realizaciones, una proteina polimerasa viral puede estar presente durante la transcripcién del segmento genémico de
arenavirus in vitro o en vivo.

En ciertas realizaciones, la transcripcion del segmento genémico de arenavirus se realiza usando un promotor
bidireccional. En otras realizaciones, la transcripcion del segmento gendémico de arenavirus se realiza usando un
casete de expresién bidireccional (véase, p. €j., Ortiz-Riano et al., 2013, J Gen Virol., 94 (Pt 6): 1175-1188). En
realizaciones mas especificas, el casete de expresion bidireccional comprende tanto un promotor de polimerasa |
como de polimerasa Il que leen desde lados opuestos en los dos extremos del segmento gendmico de arenavirus
insertado, respectivamente. En realizaciones aun mas especificas, el casete de expresién bidireccional con
promotores de pol-l y pol-1l lee desde lados opuestos en el segmento L y el segmento S.

En otras realizaciones, la transcripcion del ADNc del segmento gendémico de arenavirus descrito en la presente
memoria comprende un promotor. Los ejemplos especificos de promotores incluyen un promotor de ARN polimerasa
I, un promotor de ARN polimerasa Il, un promotor de ARN polimerasa lll, un promotor T7, un promotor SP6 o un
promotor T3.

En ciertas realizaciones, el método para producir el segmento genémico de arenavirus puede comprender ademas
introducir en una célula huésped el ADNc del segmento gendmico de arenavirus. En ciertas realizaciones, el método
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para producir el segmento gendmico de arenavirus puede comprender ademas introducir en una célula huésped el
ADNCc del segmento gendmico de arenavirus, en donde la célula huésped expresa todos los deméas componentes para
la produccion del segmento gendémico de arenavirus; y purificar el segmento gendmico de arenavirus del sobrenadante
de la célula huésped. Dichos métodos son bien conocidos por los expertos en la técnica.

En la presente memoria se proporcionan lineas celulares, cultivos y métodos de cultivo de células infectadas con
acidos nucleicos, vectores y composiciones proporcionadas en la presente memoria. Una descripcion mas detallada
de los acidos nucleicos, sistemas de vectores y lineas celulares descritas en la presente memoria se proporciona en
la Seccion 4.5.

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus como se describe en la presente memoria da como resultado una
particula de arenavirus infecciosa y competente para la replicacion. En realizaciones especificas, la particula de
arenavirus descrita en la presente memoria esta atenuada. En una realizacion particular, la particula de arenavirus se
atenla de manera que el virus permanece, al menos parcialmente, capaz de diseminarse y puede replicarse in vivo,
pero solo puede generar bajas cargas virales que dan lugar a niveles subclinicos de infeccion que no son patégenos.
Tales virus atenuados pueden usarse como una composicion inmunogénica. En la presente memoria, se proporcionan
composiciones inmunogénicas que comprenden un arenavirus con un ORF en una posicion no natural como se
describe en la Seccion 4.7.

4.1.1 Particulas de Arenavirus deficientes para la replicacion con un marco de lectura abierto en una posicion no
natural

En ciertos ejemplos, en la presente memoria se describe una particula de arenavirus en la que (i) un ORF esta en una
posicion distinta de la posicién de tipo salvaje del ORF; y (ii) un ORF que codifica GP, NP, la proteina Z y la proteina
L se ha eliminado o se ha inactivado funcionalmente de manera que el virus resultante no puede producir mas
particulas de virus de la progenie infecciosas. Una particula de arenavirus que comprende un genoma modificado
genéticamente en donde uno o mas ORF se ha eliminado o inactivado funcionalmente se puede producir en células
complementarias (es decir, células que expresan el arenavirus ORF que ha sido eliminado o inactivado
funcionalmente). El material genético de la particula de arenavirus resultante puede transferirse tras la infeccion de
una célula huésped en la célula huésped, en donde el material genético puede expresarse y amplificarse. Ademas, el
genoma de la particula de arenavirus modificada genéticamente descrita en la presente memoria puede codificar un
ORF hetero6logo de un organismo distinto de una particula de arenavirus.

En ciertos ejemplos, al menos uno de los cuatro ORF que codifican GP, NP, la proteina Z y la proteina L se elimina y
se reemplaza con un ORF heter6logo de un organismo que no sea un arenavirus. En otro ejemplo, al menos un ORF,
al menos dos ORF, al menos tres ORF, o al menos cuatro ORF que codifican GP, NP, proteina Z y proteina L pueden
eliminarse y reemplazarse con un ORF heter6logo de un organismo que no sea un arenavirus. En ejemplos
especificos, solo uno de los cuatro ORF que codifican GP, NP, la proteina Z y la proteina L se elimina y reemplaza
con un ORF heterdlogo de un organismo que no sea una particula de arenavirus. En ejemplos mas especificos, se
elimina el ORF que codifica GP del segmento genémico de arenavirus. En otro ejemplo especifico, se elimina el ORF
que codifica la NP del segmento gendmico de arenavirus. En ejemplos mas especificos, se elimina el ORF que codifica
la proteina Z del segmento genémico de arenavirus. En otro ejemplo especifico mas, se elimina el ORF que codifica
la proteina L.

Por lo tanto, en ciertos ejemplos, la particula de arenavirus descrita en la presente memoria comprende un segmento
gendmico que (i) esta preparado por ingenieria para portar un ORF en una posicion no natural; (ii) se elimina un ORF
que codifica GP, NP, la proteina Z o la proteina L; (iii) el ORF que se elimina se reemplaza con un ORF heteré6logo de
un organismo que no sea un arenavirus.

En ciertos ejemplos, el ORF heter6logo tiene una longitud de 8 a 100 nucleétidos, una longitud de 15 a 100 nucledtidos,
una longitud de 25 a 100 nucleétidos, una longitud de 50 a 200 nucle6tidos, una longitud de 50 a 400 nucleétidos, una
longitud de 200 a 500 nucleétidos, o una longitud de 400 a 600 , una longitud de 500 a 800 nucleétidos. En otros
ejemplos, el ORF heterdlogo tiene una longitud de 750 a 900 nucleétidos, una longitud de 800 a 100 nucleodtidos, una
longitud de 850 a 1.000 nucledtidos, una longitud de 900 a 1.200 nucleétidos, una longitud de 1.000 a 1.200
nucleétidos, una longitud de 1.000 a 1.500 nucleétidos o una longitud de 10 a 1.500 nucleétidos, una longitud de 1.500
a 2.000 nucleétidos, una longitud de 1.700 a 2.000 nucleétidos, una longitud de 2.000 a 2.300 nucleétidos, una longitud
de 2.200 a 2.500 nucleotidos, una longitud de 2.500 a 3.000 nucledétidos, una longitud de 3.000 a 3.200 nucledtidos,
una longitud de 3.000 a 3.500 nucleétidos, una longitud de 3.200 a 3.600 nucleétidos, una longitud de 3.300 a 3.800
nucleétidos, una longitud de 4.000 nucleétidos a 4.400 nucle6tidos, una longitud de 4.200 a 4.700 nucledtidos, una
longitud de 4.800 a 5.000 nucleédtidos, una longitud de 5.000 a 5.200 nucledtidos, una longitud de 5.200 a 5.500
nucleétidos, una longitud de 5.500 a 5.800 nucleétidos, una longitud de 5.800 a 6.000 nucleétidos, una longitud de
6.000 a 6.400 nucleétidos, una longitud de 6.200 a 6.800 nucleétidos, una longitud de 6.600 a 7.000 nucledtidos, una
longitud de 7.000 a 7.200 nucleétidos, una longitud de 7.200 a 7.500 nucleétidos, o una longitud de 7.500 nucle6tidos.
En algunos ejemplos, el ORF heterélogo codifica un péptido o polipéptido que tiene una longitud de 5 a 10
aminoacidos, una longitud de 10 a 25 aminodcidos, una longitud de 25 a 50 aminoacidos, una longitud de 50 a 100
aminoacidos, una longitud de 100 a 150 aminoacidos, una longitud de 150 a 200 aminoacidos, una longitud de 200 a
250 aminoécidos, una longitud de 250 a 300 aminoé&cidos, una longitud de 300 a 400 aminoacidos, una longitud de

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2811093 T3

400 a 500 aminoécidos, una longitud de 500 a 750 aminoacidos, una longitud de 750 a 1.000 aminoacidos, una longitud
de 1.000 a 1.250 aminoécidos, una longitud de 1.250 a 1.500 aminoé&cidos, una longitud de 1.500 a 1.750 aminoécidos,
una longitud de 1.750 a 2.000 aminoacidos, una longitud de 2.000 a 2.500 aminoacidos, o una longitud de mas de
2.500 o mas aminoacidos. En algunos ejemplos, el ORF heterélogo codifica un polipéptido que no excede una longitud
de 2.500 aminoacidos. En ejemplos especificos, el ORF heterélogo no contiene un codén de parada. En ciertos
ejemplos, el ORF heterdlogo esta optimizado por codones. En ciertos ejemplos, la composicién de nucledtidos, la
composicion de pares de nucledtidos o ambas pueden optimizarse. Las técnicas para tales optimizaciones son
conocidas en la técnica y pueden aplicarse para optimizar un ORF heterdlogo.

Cualquier ORF heterdlogo de un organismo que no sea un arenavirus puede incluirse en un segmento genémico de
arenavirus. En un ejemplo, el ORF heterdlogo codifica una proteina informadora. Una descripcion mas detallada de
las proteinas informadoras se describe en la Seccién 4.3. En otro ejemplo, el ORF heterélogo codifica un antigeno
para un patoégeno infeccioso o un antigeno asociado con cualquier enfermedad que sea capaz de incitar una respuesta
inmune. En ejemplos especificos, el antigeno se deriva de un organismo infeccioso, un tumor (es decir, cancer) o un
alergeno. Una descripcion mas detallada sobre los ORF heterélogos se describe en la Seccién 4.3.

En ciertos ejemplos, el crecimiento y la infectividad de la particula de arenavirus no se ven afectados por el ORF
heterdlogo de un organismo que no sea un arenavirus.

Las técnicas conocidas por un experto en la técnica pueden usarse para producir una particula de arenavirus que
comprende un segmento gendmico de arenavirus preparado por ingenieria para portar un ORF de arenavirus en una
posicion distinta de la posicién de tipo salvaje. Por ejemplo, pueden usarse técnicas de genética inversa para generar
dicha particula de arenavirus. En otros ejemplos, la particula de arenavirus deficiente para la replicacién (es decir, el
segmento gendmico de arenavirus preparado por ingenieria para portar un ORF de arenavirus en una posicién distinta
de la posicion de tipo salvaje, en la que se ha delecionado un ORF que codifica GP, NP, la proteina Z, la proteina L)
en una célula complementaria.

En ciertos ejemplos, el segmento gendmico de arenavirus o la particula de arenavirus que se usa de acuerdo con la
presente solicitud puede ser Virus del Viejo Mundo, por ejemplo, LCMV.

En ciertos ejemplos, la presente solicitud se refiere a la particula de arenavirus como se describe en la presente
memoria adecuada para uso como una vacunay a métodos para usar dicha particula de arenavirus en una vacunacion
y tratamiento o prevencion de, por ejemplo, infecciones o canceres. En la Seccion 4.6 se proporciona una descripcion
mas detallada de los métodos de uso de la particula de arenavirus descrita en la presente memoria.

En ciertos ejemplos, en la presente memoria se proporciona un kit que comprende, en uno o méas contenedores, uno
o mas ADNc descritos en la presente memoria. En un ejemplo especifico, un kit comprende, en uno o dos o mas
contenedores, un segmento gendmico de arenavirus 0 una particula de arenavirus como se describe en la presente
memoria. El kit puede comprender ademas uno o mas de los siguientes: una célula huésped adecuada para el rescate
del segmento gendmico de arenavirus o la particula de arenavirus, reactivos adecuados para transfectar el ADNc del
plasmido en una célula huésped, un virus auxiliar, plasmidos que codifican proteinas virales y/o uno o0 mas cebadores
especificos para un segmento gendémico de arenavirus modificado o una particula de arenavirus o ADNc del mismo.

En ciertos ejemplos, la presente solicitud se refiere a la particula de arenavirus como se describe en la presente
memoria adecuada para su uso como una composicion farmacéutica y métodos para usar dicha particula de
arenavirus en una vacunacion y tratamiento o prevencién de, por ejemplo, infecciones y canceres. En la Seccion 4.7
se proporciona una descripcién mas detallada de los métodos de uso de la particula de arenavirus descrita en la
presente memoria.

4.2 Particula de arenavirus trisegmentada

En la presente memoria se proporcionan particulas de arenavirus trisegmentadas con reordenamientos de sus ORF.
En un aspecto, en la presente memoria se proporciona una particula de arenavirus trisegmentada que comprende un
segmento L y dos segmentos S o dos segmentos L y un segmento S. En ciertas realizaciones, la particula de
arenavirus trisegmentada no se recombina en una particula de arenavirus bisegmentada competente para la
replicacién. Mas especificamente, en ciertas realizaciones, dos de los segmentos gendémicos (p. €j., los dos segmentos
S o los dos segmentos L, respectivamente) no pueden recombinarse de una manera que produzca un solo segmento
viral que pueda reemplazar a los dos segmentos parentales. En realizaciones especificas, la particula de arenavirus
trisegmentada comprende un ORF en una posicion distinta de la posicién de tipo salvaje del ORF. En otra realizacion
especifica mas, la particula de arenavirus trisegmentada comprende los cuatro ORF de arenavirus. Por lo tanto, en
ciertas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada es competente para la replicacién y es infecciosa. En
otros ejemplos, la particula de arenavirus trisegmentada carece de uno de los cuatro ORF de arenavirus. Por lo tanto,
en ciertos ejemplos, la particula de arenavirus trisegmentada es infecciosa pero no puede producir mas progenie
infecciosa en células no complementarias.

En ciertas realizaciones, el ORF que codifica GP, NP, la proteina Z o la proteina L de la particula de arenavirus
trisegmentada descrita en la presente memoria puede estar bajo el control de una 3' UTR de arenavirus o una 5' UTR
de arenavirus. En realizaciones mas especificas, la 3' UTR de arenavirus trisegmentado es la 3' UTR de un segmento
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0 segmentos S de arenavirus. En otra realizacion especifica, la 3'UTR de arenavirus trisegmentado es la 3'UTR de un
segmento o segmentos L de arenavirus trisegmentado. En realizaciones mas especificas, la 5'UTR del arenavirus
trisegmentado es la 5' UTR de un segmento o segmentos S de arenavirus. En otras realizaciones especificas, la 5'
UTR es la 5' UTR del o de los segmentos L.

En otras realizaciones, el ORF que codifica GP, NP, la proteina Z o la proteina L de la particula de arenavirus
trisegmentada descrita en la presente memoria puede estar bajo el control del elemento de secuencia terminal
conservado por arenavirus (las regiones de 19-20 nt 45' y 3' terminales) (véase, p. €j., Pérez y de la Torre, 2003, J
Virol. 77 (2): 1184-1194).

En ciertas realizaciones, el ORF que codifica GP, NP, la proteina Z o la proteina L de la particula de arenavirus
trisegmentada puede estar bajo el control del elemento promotor de la 5" UTR (véase, p. €j., Albarino et al., 2011, J
Virol., 85 (8): 4020-4). En otra realizacion, el ORF que codifica GP, NP, la proteina Z, la proteina L de la particula de
arenavirus trisegmentada puede estar bajo el control del elemento promotor de la 3' UTR (véase, p. €j., Albarino et al.,
2011, J Virol., 85 (8): 4020-4). En realizaciones mas especificas, el elemento promotor de la 5' UTR es el elemento
promotor 5' UTR del segmento o segmentos S o el segmento o segmentos L. En otra realizacion especifica, el
elemento promotor de la 3' UTR es la 3' UTR, el elemento promotor del segmento o segmentos S o el segmento o
segmentos L.

En ciertas realizaciones, el ORF que codifica GP, NP, la proteina Z o la proteina L de la particula de arenavirus
trisegmentada puede estar bajo el control de una 3' UTR de arenavirus truncada o una 5'UTR de arenavirus truncada
(véase, p. €j., Pérez y de la Torre, 2003, J Virol. 77 (2): 1184-1194; Albarino et al., 2011, J Virol., 85 (8): 4020-4). En
realizaciones mas especificas, la 3' UTR truncada es la 3' UTR del segmento S o segmento L de arenavirus . En
realizaciones mas especificas, la 5' UTR truncada es la 5' UTR del segmento o segmentos S o segmento o segmentos
L de arenavirus.

También se proporciona en la presente memoria, un ADNc de la particula de arenavirus trisegmentada. En
realizaciones mas especificas, en la presente memoria se proporciona una secuencia de nucleétidos de ADN o un
conjunto de secuencias de nucleétidos de ADN que codifican una particula de arenavirus trisegmentada como se
muestra en la Tabla 2 o la Tabla 3.

En ciertas realizaciones, los acidos nucleicos que codifican el genoma del arenavirus trisegmentado forman parte de
o estan incorporados en uno o mas vectores de expresion de ADN. En una realizacion especifica, los acidos nucleicos
que codifican el genoma de la particula de arenavirus trisegmentada forman parte de o estan incorporados en uno o
mas vectores de expresion de ADN que facilitan la produccién de una particula de arenavirus trisegmentada como se
describe en la presente memoria. En otra realizacion, un ADNc descrito en la presente memoria puede incorporarse
en un plasmido. En la Seccién 4.5.1 se proporciona una descripcién mas detallada de los ADNc y los sistemas de
expresion. Técnicas para la produccién de un ADNc técnicas rutinarias y convencionales de biologia molecular y
manipulacion y produccion de ADN. Se puede usar cualquier técnica de clonacion conocida por el experto en la técnica.
Dichas técnicas son bien conocidas y estan disponibles para el experto en la técnica en manuales de laboratorio tales
como, Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory N.Y.
(2001).

En ciertas realizaciones, el ADNc del arenavirus trisegmentado se introduce (p. €j., se transfecta) en una célula
huésped. Por lo tanto, en algunas realizaciones proporcionadas en la presente memoria, es una célula huésped que
comprende un ADNc de la particula de arenavirus trisegmentada (es decir, un ADNc de los segmentos genémicos de
la particula de arenavirus trisegmentada). En otras realizaciones, el ADNc descrito en la presente memoria que forma
parte de o puede incorporarse en un vector de expresion de ADN e introducirse en una célula huésped. Por lo tanto,
en algunas realizaciones proporcionadas en la presente memoria es una célula huésped que comprende un ADNc
descrito en la presente memoria que se incorpora en un vector. En otras realizaciones, los segmentos genémicos de
arenavirus trisegmentados (es decir, el segmento L y/o el segmento o segmentos S) descritos en la presente memoria
se introducen en una célula huésped.

En ciertas realizaciones, en la presente memoria se describe un método para producir la particula de arenavirus
trisegmentada, en donde el método comprende transcribir el ADNc de la particula de arenavirus trisegmentada. En
ciertas realizaciones, una proteina polimerasa viral puede estar presente durante la transcripcion de la particula de
arenavirus trisegmentada in vitro o in vivo. En ciertas realizaciones, la transcripcion del segmento genémico de
arenavirus se realiza usando un promotor bidireccional.

En otras realizaciones, la transcripcion del segmento genémico de arenavirus se realiza usando un casete de
expresion bidireccional (véase, p. ej., Ortiz-Riafio et al., 2013, J Gen Virol., 94 (Pt 6): 1175-1188). En realizaciones
mas especificas, el casete de expresion bidireccional comprende tanto un promotor de polimerasa | como de
polimerasa Il que leen desde lados opuestos en los dos extremos del segmento genémico de arenavirus insertado,
respectivamente.

En otras realizaciones, la transcripcion del ADNc del segmento gendmico de arenavirus descrito en la presente
memoria comprende un promotor. Los ejemplos especificos de promotores incluyen un promotor de ARN polimerasa
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I, un promotor de ARN polimerasa Il, un promotor de ARN polimerasa lll, un promotor T7, un promotor SP6 o un
promotor T3.

En ciertas realizaciones, el método para producir la particula de arenavirus trisegmentada puede comprender ademas
introducir en una célula huésped el ADNc de la particula de arenavirus trisegmentada. En ciertas realizaciones, el
método para producir la particula de arenavirus trisegmentada puede comprender ademas introducir en una célula
huésped el ADNc de la particula de arenavirus trisegmentada, en donde la célula huésped expresa todos los demas
componentes para la produccion de la particula de arenavirus trisegmentada; y purificar la particula de arenavirus
trisegmentada del sobrenadante de la célula huésped. Dichos métodos son bien conocidos por los expertos en la
técnica.

En la presente memoria se proporcionan lineas celulares, cultivos y métodos de cultivo de células infectadas con
acidos nucleicos, vectores y composiciones proporcionadas en la presente memoria. En la Secciéon 4.5 se proporciona
una descripcién mas detallada de los acidos nucleicos, sistemas de vectores y lineas celulares descritas en la presente
memoria.

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada como se describe en la presente memoria da como
resultado una particula de arenavirus infecciosa y competente para la replicacion. En realizaciones especificas, la
particula de arenavirus descrita en la presente memoria esta atenuada. En una realizacién particular, la particula de
arenavirus trisegmentada se atenta de manera que el virus sigue siendo, al menos parcialmente, competente para la
replicacién y puede replicarse in vivo, pero solo puede generar bajas cargas virales que dan lugar a niveles subclinicos
de infeccion que no son patdgenos. Tales virus atenuados pueden usarse como una composicién inmunogénica.

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada tiene el mismo tropismo que la particula de
arenavirus bisegmentada.

También se proporciona en la presente memoria un kit que comprende, en uno o mas contenedores, uno o mas ADNc
descritos en la presente memoria. En una realizacion especifica, un kit comprende, en uno o dos o mas contenedores,
una particula de arenavirus trisegmentada como se describe en la presente memoria. El kit puede comprender ademas
uno o0 mas de los siguientes: una célula huésped adecuada para el rescate de la particula de arenavirus trisegmentada,
reactivos adecuados para transfectar el ADNc del plasmido en una célula huésped, un virus auxiliar, plasmidos que
codifican proteinas virales y/o uno o mas cebadores oligonucleotidicos especificos para un segmento genémico de
arenavirus o particula de arenavirus modificados o acidos nucleicos que codifican el mismo.

También se proporcionan en la presente memoria composiciones inmunogénicas que comprenden la particula de
arenavirus trisegmentada como se describe en las Seccion 4.6 y 4.7.

4.2.1 Particula de arenavirus trisegmentada que comprende un segmento L y dos segmentos S

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona una particula de arenavirus trisegmentada que comprende un
segmento L y dos segmentos S. En ciertas realizaciones, la propagacion de la particula de arenavirus trisegmentada
que comprende un segmento L y dos segmentos S no da como resultado una particula viral bisegmentada competente
para la replicacion. En realizaciones especificas, la propagacion de la particula de arenavirus trisegmentada que
comprende un segmento L y dos segmentos S no da como resultado una particula viral bisegmentada competente
para la replicacién después de al menos 10 dias, al menos 20 dias, al menos 30 dias, a al menos 40 dias, al menos
50 dias, al menos 60 dias, al menos 70 dias, al menos 80 dias, al menos 90 dias o al menos 100 dias de infeccién
persistente en ratones que carecen de receptor de interferdn tipo |, receptor de interferdn tipo 1l y gen activador de
recombinacion (RAG1), y que han sido infectados con 10* PFU de la particula de arenavirus trisegmentada (véase la
Seccion 4.8.13). En otras realizaciones, la propagacion de la particula de arenavirus trisegmentada que comprende
un segmento L y dos segmentos S no da como resultado una particula viral bisegmentada competente para la
replicacién después de al menos 10 subcultivos, al menos 20 subcultivos, al menos 30 subcultivos, al menos 40
subcultivos, o al menos 50 subcultivos.

La particula de arenavirus trisegmentada con todos los genes virales en sus respectivas posiciones de tipo salvaje es
conocida en la técnica (p. ej., Emonet et al., 2011 J. Virol., 85 (4):1473; Popkin et al., 2011, J. Virol, 85 (15):7928). En
particular, el genoma del arenavirus trisegmentado consiste en un segmento L y dos segmentos S, en los que un ORF
heterdlogo (p. €j., un GFP) se inserta en una posicién en cada segmento S. Mas especificamente, un segmento S
codifica GP y GFP, respectivamente. El otro segmento S codifica GFP y NP, respectivamente. El segmento L codifica
la proteina L y la proteina Z. Todos los segmentos estan flanqueados por las respectivas UTR en 5'y 3'.

En ciertas realizaciones, la recombinacion entre segmentos de los dos segmentos S de la particula de arenavirus
trisegmentada, proporcionada en la presente memoria, que une los dos ORF arenavirales en uno en lugar de dos
segmentos separados da como resultado un promotor no funcional (es decir, un segmento gendémico de la estructura:
5'UTR ----------- 5"UTR o 3' UTR ------------ 3' UTR), en donde cada UTR que forma un extremo del genoma es una
secuencia de repeticion invertida del otro extremo del mismo genoma.

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada que comprende un segmento L y dos segmentos S
ha sido preparada por ingenieria para portar un ORF de arenavirus en una posicion distinta de la posicién de tipo
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salvaje del ORF. La particula de arenavirus trisegmentada puede comprender un segmento L y dos segmentos Sy ha
sido preparada por ingenieria para portar dos ORF de arenavirus, o tres ORF de arenavirus, o cuatro ORF de
arenavirus, o cinco ORF de arenavirus, o seis ORF de arenavirus en una posicion distinta de la posicion de tipo salvaje.
En realizaciones especificas, la particula de arenavirus trisegmentada que comprende un segmento L y dos segmentos
S comprende un complemento completo de los cuatro ORF de arenavirus. Asi, en algunas realizaciones, la particula
de arenavirus trisegmentada es una particula de arenavirus trisegmentada infecciosa y competente para la replicacion.
En realizaciones especificas, los dos segmentos S de la particula de arenavirus trisegmentada se han preparado por
ingenieria para portar uno de sus ORF en una posicion distinta de la posicion de tipo salvaje. En realizaciones mas
especificas, los dos segmentos S comprenden un complemento completo de los ORF del segmento S. En ciertas
realizaciones especificas, el segmento L se ha preparado por ingenieria para portar un ORF en una posicion distinta
de la posicién de tipo salvaje o el segmento L puede ser el segmento gendmico de tipo salvaje.

En ciertas realizaciones, uno de los dos segmentos S puede ser:

(i) un segmento S de arenavirus, en donde el ORF que codifica la proteina Z esté bajo el control de una 5' UTR de
arenavirus;

(if) un segmento S de arenavirus, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 5' UTR de
arenavirus;

(iii) un segmento S de arenavirus, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
(iv) un segmento S de arenavirus, en donde el ORF que codifica la GP esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;
(v) un segmento S de arenavirus, en donde el ORF que codifica L esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus; y

(vi) un segmento S de arenavirus, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 3' UTR de
arenavirus.

En ciertos ejemplos, la particula de arenavirus trisegmentada que comprende un segmento L y dos segmentos S
puede comprender un ORF duplicado (es decir, dos ORF de segmento S de tipo salvaje, p. ej., GP o NP). En ejemplos
especificos, la particula de arenavirus trisegmentada que comprende un segmento L y dos segmentos S puede
comprender un ORF duplicado (p. €j., (GP, GP)) o dos ORF duplicados (p. €j., (GP, GP) y (NP, NP)).

La Tabla 2A, a continuacion, es una ilustracién de la organizacion del genoma de una particula de arenavirus
trisegmentada que comprende un segmento L y dos segmentos S, en donde la recombinacién entre segmentos de los
dos segmentos S en el genoma de arenavirus trisegmentado no da como resultado una particula viral bisegmentada
competente para la replicacién y anula la actividad del promotor arenaviral (es decir, el segmento S recombinado
resultante esta formado por dos 3' UTR en lugar de una 3' UTR y una 5' UTR).

Tabla 2A
Particula de arenavirus trisegmentada que comprende un segmento L y dos segmentos S

La posicién 1 esta bajo el control de una 5' UTR del segmento S de arenavirus; La posicion 2 esta bajo el control de
una 3' UTR del segmento S de arenavirus; La posicién 3 esta bajo el control de una 5' UTR del segmento S de
arenavirus; La Posicion 4 esta bajo el control de una 3' UTR del segmento S de arenavirus; La posicion 5 esta bajo el
control de una 5' UTR del segmento L de arenavirus; La posicién 6 esta bajo el control de una 3' UTR del segmento L
de arenavirus.

* ORF indica que se ha insertado un ORF heter6logo.

Posicion 1 Posicion 2 Posicion 3 Posicion 4 Posicion 5 Posicion 6
* ORF GP * ORF NP z L
* ORF NP * ORF GP z L
* ORF NP * ORF GP L z
* ORF NP * ORF z L GP
* ORF NP z GP * ORF z
* ORF NP z GP z * ORF
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Posicion 1 Posicion 2 Posicion 3 Posicion 4 Posicion 5 Posicion 6

* ORF NP * ORF L Z GP

* ORF L * ORF NP Z GP

* ORF L 4 NP * ORF GP

* ORF L * ORF GP Z NP

* ORF L 4 GP * ORF NP

* ORF 4 L NP * ORF GP

* ORF 4 * ORF GP L NP

* ORF 4 L GP * ORF NP

L GP * ORF NP * ORF 4

L GP * ORF * ORF Z NP

L GP * ORF Z * ORF NP

L * ORF 4 GP * ORF NP

L GP * ORF NP * ORF Z

L GP * ORF Z * ORF NP

L GP Z NP * ORF * ORF
L GP Z NP * ORF * ORF
L * ORF Z NP * ORF GP

L NP * ORF V4 * ORF GP

L NP Z * ORF GP * ORF
L * ORF Z * ORF GP NP

L NP Z GP * ORF * ORF
L NP * ORF V4 * ORF GP

L * ORF Z NP * ORF GP

L Z * ORF GP * ORF NP

L Z * ORF NP * ORF GP
V4 GP * ORF NP * ORF L

V4 GP * ORF * ORF L NP
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Posicion 1 Posicion 2 Posicion 3 Posicion 4 Posicion 5 Posicion 6

Z GP * ORF L * ORF NP

Z * ORF L GP * ORF NP

Z GP * ORF NP * ORF L

Z GP * ORF L * ORF NP

Z GP L NP * ORF * ORF
Z GP L NP * ORF * ORF
Z * ORF L NP * ORF GP

Z NP * ORF * ORF L GP

Z NP * ORF GP * ORF L

Z NP * ORF * ORF L GP

Z NP * ORF L * ORF GP

Z NP L GP * ORF * ORF
Z * ORF L GP * ORF NP

Z NP * ORF GP * ORF L

Z NP * ORF L * ORF GP

Z * ORF L NP * ORF GP
V4 L * ORF GP * ORF NP

En ciertas realizaciones, la IGR entre la posicion uno y la posicion dos puede ser una IGR del segmento S o segmento
L de arenavirus; la IGR entre las posiciones dos y tres puede ser una IGR del segmento S o0 segmento L de arenavirus;
y la IGR entre las posiciones cinco y seis puede ser una IGR del segmento L de arenavirus. En una realizacién
especifica, la IGR entre la posicion uno y la posicion dos puede ser una IGR del segmento S de arenavirus; la IGR
entre las posiciones dos y tres puede ser una IGR del segmento S de arenavirus; y la IGR entre las posiciones cinco
y seis puede ser una IGR del segmento L de arenavirus. En ciertas realizaciones, también son posibles otras
combinaciones. Por ejemplo, una particula de arenavirus trisegmentada que comprende un segmento L y dos
segmentos S, en donde la recombinacioén entre segmentos de los dos segmentos S en el genoma de arenavirus
trisegmentado no da como resultado una particula viral bisegmentada competente para la replicacion y anula la
actividad de promotor arenaviral (es decir, el segmento S recombinado resultante esta formado por dos 5' UTR en
lugar de una 3' UTR y una 5' UTR).

En ciertas realizaciones, la recombinacién entre segmentos de un segmento S y un segmento L en la particula de
arenavirus trisegmentada que comprende un segmento L y dos segmentos S, restaura un segmento funcional con dos
genes virales en un solo segmento en lugar de dos segmentos separados. En otras realizaciones, la recombinacion
entre segmentos de un segmento S y un segmento L en la particula de arenavirus trisegmentada que comprende un
segmento L y dos segmentos S no da como resultado una particula viral bisegmentada competente para la replicacién.

La Tabla 2B, a continuacion, es una ilustracién de la organizacion del genoma de una particula de arenavirus
trisegmentada que comprende un segmento L y dos segmentos S, en donde la recombinacion entre segmentos de un
segmento S y un segmento L en el genoma de arenavirus trisegmentado no da como resultado una particula viral
bisegmentada competente para la replicacion y anula la actividad del promotor arenaviral, es decir, el segmento S
recombinado resultante esté formado por dos 3' UTR en lugar de una 3' UTR y una 5' UTR).
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Tabla 2B
Particula de arenavirus trisegmentada que comprende un segmento L y dos segmentos S

La posicién 1 esta bajo el control de una 5' UTR del segmento S de arenavirus; La posicion 2 esta bajo el control de
una 3' UTR del segmento S de arenavirus; La posicién 3 esta bajo el control de una 5' UTR del segmento S de
arenavirus; La posicion 4 esta bajo el control de una 3' UTR del segmento S de arenavirus; La posicién 5 esta bajo el
control de una 5' UTR del segmento L de arenavirus; La posicién 6 esta bajo el control de una 3' UTR del segmento L
de arenavirus.

* ORF indica que se ha insertado un ORF heterdlogo.

Posicion 1 Posicion 2 Posicion 3 Posicion 4 Posicion 5 Posicion 6
L GP * ORF NP VA * ORF
L GP 4 * ORF * ORF NP
L GP * ORF NP VA * ORF
L GP 4 * ORF * ORF NP
L NP * ORF GP VA * ORF
L NP Z * ORF * ORF GP
L NP * ORF GP V4 * ORF
L NP Z * ORF * ORF GP
Z GP * ORF NP L * ORF
Z GP L * ORF * ORF NP
Z GP * ORF NP L * ORF
V4 NP L * ORF * ORF GP
V4 NP * ORF GP L * ORF
V4 NP L * ORF * ORF GP

En ciertas realizaciones, la IGR entre la posicion uno y la posicion dos puede ser una IGR del segmento S o segmento
L de arenavirus; la IGR entre las posiciones dos y tres puede ser una IGR del segmento S o0 segmento L de arenavirus;
y la IGR entre las posiciones cinco y seis puede ser una IGR del segmento L de arenavirus. En una realizacién
especifica, la IGR entre la posicion uno y la posicion dos puede ser una IGR del segmento S de arenavirus; la IGR
entre las posiciones dos y tres puede ser una IGR del segmento S de arenavirus; y la IGR entre las posiciones cinco
y seis puede ser una IGR del segmento L de arenavirus. En ciertas realizaciones, también son posibles otras
combinaciones. Por ejemplo, una particula de arenavirus trisegmentada que comprende un segmento L y dos
segmentos S, en donde la recombinacion entre segmentos de los dos segmentos S en el genoma de arenavirus
trisegmentado no da como resultado una particula viral bisegmentada competente para la replicacion y anula la
actividad del promotor arenaviral (es decir, el segmento S recombinado resultante esta formado por dos 5' UTR en
lugar de una 3' UTR y una 5' UTR).

En ciertas realizaciones, un experto en la técnica podria construir un genoma de arenavirus con una organizacion
como se ilustra en la Tabla 2A o 2B y como se describe en la presente memoria, y luego usar un ensayo como se
describe en la Seccion 4.8 para determinar si la particula de arenavirus trisegmentada es genéticamente estable, es
decir, no da como resultado una particula viral bisegmentada competente para la replicacién como se discute en la
presente memoria.
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4.2.2 Particula de arenavirus trisegmentada que comprende dos segmentos L y un segmento S

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona una particula de arenavirus trisegmentada que comprende dos
segmentos L y un segmento S. En ciertas realizaciones, la propagacion de la particula de arenavirus trisegmentada
que comprende dos segmentos L y un segmento S no da como resultado una particula viral bisegmentada competente
para la replicacion. En realizaciones especificas, la propagaciéon de la particula de arenavirus trisegmentada que
comprende dos segmentos L y un segmento S no da como resultado una particula viral bisegmentada competente
para la replicacién después de al menos 10 dias, al menos 20 dias, al menos 30 dias, al menos 40 dias, o al menos
50 dias, al menos 60 dias, al menos 70 dias, al menos 80 dias, al menos 90 dias, al menos 100 dias de persistencia
en ratones que carecen de receptor de interferdn tipo I, receptor de interferén tipo Il y gen activador de la recombinacion
(RAG1), y que han sido infectados con 104 PFU de la particula de arenavirus trisegmentada (véase la Seccion 4.8.13).
En otras realizaciones, la propagacion de la particula de arenavirus trisegmentada que comprende dos segmentos L
y un segmento S no da como resultado una particula viral bisegmentada competente para la replicaciéon después de
al menos 10 subcultivos, 20 subcultivos, 30 subcultivos, 40 subcultivos, o 50 subcultivos.

En ciertas realizaciones, la recombinacion entre segmentos de los dos segmentos L de la particula de arenavirus
trisegmentada, proporcionada en la presente memoria, que une los dos ORF arenavirales en uno en lugar de dos
segmentos separados da como resultado un promotor no funcional (es decir, un segmento gendémico de la estructura:
5" UTR ----------- 5"UTR o 3' UTR ------------ 3' UTR), en donde cada UTR que forma un extremo del genoma es una
secuencia de repeticion invertida del otro extremo del mismo genoma.

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada que comprende dos segmentos L y un segmento S
ha sido preparada por ingenieria para portar un ORF de arenavirus en una posicién distinta de la posicién de tipo
salvaje del ORF. La particula de arenavirus trisegmentada puede comprender dos segmentos L y un segmento Sy ha
sido preparada por ingenieria para portar dos ORF de arenavirus, o tres ORF de arenavirus, o cuatro ORF de
arenavirus, o cinco ORF de arenavirus, o seis ORF de arenavirus en una posicion distinta de la posicion de tipo salvaje.
En realizaciones especificas, la particula de arenavirus trisegmentada que comprende dos segmentos L y un segmento
S comprende un complemento completo de los cuatro ORF de arenavirus. Asi, en algunas realizaciones, la particula
de arenavirus trisegmentada es una particula de arenavirus trisegmentada infecciosa y competente para la replicacion.
En realizaciones especificas, los dos segmentos L de la particula de arenavirus trisegmentada se han preparado por
ingenieria para portar uno de sus ORF en una posicion distinta de la posicion de tipo salvaje. En realizaciones mas
especificas, los dos segmentos L comprenden un complemento completo de los ORF del segmento L. En ciertas
realizaciones especificas, el segmento S ha sido preparado por ingenieria para portar uno de sus ORF en una posicion
distinta de la posicion de tipo salvaje o el segmento S puede ser el segmento genémico de tipo salvaje.

En ciertas realizaciones, uno de los dos segmentos L puede ser:

(i) un segmento L, en donde el ORF que codifica la GP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(i) un segmento L, en donde el ORF que codifica NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(iii) un segmento L, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
(iv) un segmento L, en donde el ORF que codifica la GP esté bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;

(v) un segmento L, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus; y

(vi) un segmento L, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus.

En ciertos ejemplos, la particula de arenavirus trisegmentada que comprende un segmento L y dos segmentos S
puede comprender un ORF duplicado (es decir, dos ORF de segmento L de tipo salvaje, p. €j., proteina Z o proteina
L). En ejemplos especificos, la particula de arenavirus trisegmentada que comprende dos segmentos L y un segmento
S puede comprender un ORF duplicado (p. €j., (proteina Z, proteina Z)) o dos ORF duplicados (p. €j., (proteina Z,
proteina Z) y (proteina L, proteina L)).

La Tabla 3, a continuacién, es una ilustracién de la organizacion del genoma de una particula de arenavirus
trisegmentada que comprende dos segmentos L y un segmento S, en donde la recombinacién entre segmentos de los
dos segmentos L en el genoma de arenavirus trisegmentado no da como resultado una particula viral bisegmentada
competente para la replicacion y anula la actividad del promotor arenaviral (es decir, el supuesto segmento L
recombinante resultante estaria compuesto por dos 3' UTR o dos 5' UTR en lugar de una 3' UTR y una 5' UTR). Sobre
la base de la Tabla 3, se podrian predecir combinaciones similares para generar una particula de arenavirus
compuesta por dos 5' UTR en lugar de una 3' UTR y una 5' UTR.

Tabla 3
Particula de arenavirus trisegmentada que comprende dos segmentos L y un segmento S

* La posicion 1 esta bajo el control de una 5' UTR del segmento L de arenavirus; la posicion 2 esta bajo el control de
una 3' UTR del segmento L de arenavirus; la posicion 3 esta bajo el control de una 5' UTR del segmento L de
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arenavirus; la posicién 4 esté bajo el control de una 3' UTR del segmento L de arenavirus; la posiciéon 5 esta bajo el
control de una 5' UTR del segmento S de arenavirus; la posicion 6 esta bajo el control de una 3' UTR del segmento S

de arenavirus.

* ORF indica que se ha insertado un ORF heter6logo.

Posicion 1 Posicion 2 Posicion 3 Posicion 4 Posicion 5 Posicion 6
ORF* z ORF* L NP GP
ORF* z ORF* L GP NP
ORF* z GP L ORF* NP
ORF* z ORF* GP NP L
ORF* z GP ORF* NP L
ORF* z NP ORF* GP L
ORF* ORF* NP z GP L
ORF* z GP NP ORF* L
ORF* z NP GP ORF* L
ORF* L ORF* z NP GP
ORF* L ORF* z GP NP
ORF* L ORF* GP NP z
ORF* L GP z ORF* NP
ORF* L ORF* GP NP z
ORF* L NP z ORF* GP
ORF* L GP NP ORF* z
ORF* L NP GP ORF* z
ORF* GP ORF* L NP z
ORF* GP NP L ORF* z
ORF* GP ORF* z NP L
ORF* GP NP z ORF* L
ORF* NP ORF* L GP z
ORF* NP GP L ORF* z
ORF* NP GP z ORF* L
ORF* NP ORF* z GP L
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Posicion 1 Posicion 2 Posicion 3 Posicion 4 Posicion 5 Posicion 6
ORF* L ORF* 4 NP GP
ORF* L ORF* 4 GP NP
ORF* L ORF* NP GP 4
ORF* L ORF* GP NP Z
ORF* L NP 4 ORF* GP
ORF* Z ORF* GP NP L
ORF* Z GP L ORF* NP
ORF* Z NP GP ORF* L
ORF* Z GP NP ORF* L
ORF* GP ORF* L NP 4
ORF* GP ORF* L Z NP
ORF* GP ORF* Z GP L
ORF* GP NP L ORF* Z
GP L ORF* Z ORF* NP
GP L ORF* NP ORF* 4
GP V4 ORF* L ORF* NP
GP V4 ORF* L ORF* NP
GP V4 ORF* NP ORF* L
GP NP ORF* Z ORF* L
NP L ORF* Z ORF* GP
NP L ORF* GP ORF* Z
NP L ORF* Z ORF* GP

En ciertas realizaciones, la IGR entre la posicion uno y la posicion dos puede ser una IGR del segmento S o segmento
L de arenavirus; la IGR entre las posiciones dos y tres puede ser una IGR del segmento S o0 segmento L de arenavirus;
y la IGR entre las posiciones cinco y seis puede ser una IGR del segmento S o segmento L de arenavirus. En una
realizacién especifica, la IGR entre la posicién uno y la posicion dos puede ser una IGR del segmento L de arenavirus;
la IGR entre las posiciones dos y tres puede ser una IGR del segmento L de arenavirus; y la IGR entre las posiciones
cinco y seis puede ser una IGR del segmento S de arenavirus. En ciertas realizaciones, también son posibles otras
combinaciones.

En ciertas realizaciones, la recombinacion entre segmentos de un segmento L y un segmento S de la particula de
arenavirus trisegmentada que comprende dos segmentos L y un segmento S restaura un segmento funcional con dos
genes virales en un solo segmento en lugar de dos segmentos separados. En otras realizaciones, la recombinacion
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entre segmentos de un segmento L y un segmento S en la particula de arenavirus trisegmentada que comprende dos
segmentos L y un segmento S no da como resultado una particula viral bisegmentada competente para la replicacion.

La Tabla 3B, a continuacion, es una ilustracién de la organizacion del genoma de una particula de arenavirus
trisegmentada que comprende dos segmentos L y un segmento S, en donde la recombinacién entre segmentos de un
segmento L y un segmento S en el genoma de arenavirus trisegmentado no da como resultado una particula viral
bisegmentada competente para la replicacion y anula la actividad del promotor arenaviral (es decir, el segmento S
recombinado resultante esta formado por dos 3' UTR en lugar de una 3' UTR y una 5' UTR).

Tabla 3B
Particula de arenavirus trisegmentada que comprende dos segmentos L y un segmento S

* La posicion 1 esté bajo el control de una 5' UTR del segmento L de arenavirus; la posicion 2 esta bajo el control de
una 3' UTR del segmento L de arenavirus; la posicion 3 esta bajo el control de una 5' UTR del segmento L de
arenavirus; la posicién 4 esta bajo el control de una 3' UTR del segmento L de arenavirus; la posiciéon 5 esta bajo el
control de una 5' UTR del segmento S de arenavirus; la posicion 6 esta bajo el control de una 3' UTR del segmento S
de arenavirus.

* ORF indica que se ha insertado un ORF heter6logo.

Posicion 1 Posicion 2 Posicion 3 Posicion 4 Posicion 5 Posicion 6
NP Z * ORF GP L * ORF
NP Z GP * ORF * ORF L
NP Z * ORF GP L * ORF
NP Z GP * ORF * ORF L
NP L * ORF GP Z * ORF
NP L GP * ORF * ORF Z
NP L * ORF GP Z * ORF
NP L GP * ORF * ORF Z
GP VA * ORF NP L * ORF
GP VA NP * ORF * ORF L
GP VA * ORF NP L * ORF
GP L NP * ORF * ORF Z
GP L * ORF NP VA * ORF
GP L NP * ORF * ORF Z

En ciertas realizaciones, la IGR entre la posicion uno y la posicion dos puede ser una IGR del segmento S o segmento
L de arenavirus; la IGR entre las posiciones dos y tres puede ser una IGR del segmento S o0 segmento L de arenavirus;
y la IGR entre las posiciones cinco y seis puede ser una IGR del segmento S o segmento L de arenavirus. En una
realizacién especifica, la IGR entre la posicién uno y la posicion dos puede ser una IGR del segmento L de arenavirus;
la IGR entre las posiciones dos y tres puede ser una IGR del segmento L de arenavirus; y la IGR entre las posiciones
cinco y seis puede ser una IGR del segmento S de arenavirus. En ciertas realizaciones, también son posibles otras
combinaciones.

En ciertas realizaciones, un experto en la técnica podria construir un genoma de arenavirus con una organizacion
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como se ilustra en la Tabla 3A o 3B y como se describe en la presente memoria, y luego usar un ensayo como se
describe en la Seccion 4.8 para determinar si la particula de arenavirus trisegmentada es genéticamente estable, es
decir, no da como resultado una particula viral bisegmentada competente para la replicacién como se discute en la
presente memoria.

4.2.3 Particula de arenavirus trisegmentada deficiente para la replicacion

En ciertos ejemplos, en la presente memoria se proporciona una particula de arenavirus trisegmentada en la que (i)
un ORF esta en una posicion distinta de la posicién de tipo salvaje del ORF; y (ii) un ORF que codifica GP, NP, la
proteina Z o la proteina L se ha eliminado o se ha inactivado funcionalmente de modo que el virus resultante no pueda
producir més particulas infecciosas del virus de la progenie (es decir, es deficiente para la replicacion). En ciertos
ejemplos, el tercer segmento de arenavirus puede ser un segmento S. En otros ejemplos, el tercer segmento de
arenavirus puede ser un segmento L. En ejemplos mas especificos, el tercer segmento de arenavirus se puede
preparar por ingenieria para portar un ORF en una posicién distinta de la posicién de tipo salvaje del ORF o el tercer
segmento de arenavirus puede ser el segmento gendmico de arenavirus de tipo salvaje. En ejemplos alin mas
especificos, el tercer segmento de arenavirus carece de un ORF de arenavirus que codifique GP, NP, la proteina Z o
la proteina L.

En ciertas realizaciones, un segmento genémico trisegmentado podria ser un hibrido de segmento S o L (es decir, un
segmento genémico que puede ser una combinacion del segmento S y el segmento L). En otras realizaciones, el
segmento hibrido es un segmento S que comprende una IGR del segmento L. En otra realizacion, el segmento hibrido
es un segmento L que comprende una IGR del segmento S. En otras realizaciones, el segmento hibrido es una UTR
del segmento S con una IGR del segmento L. En otra realizacion, el segmento hibrido es una UTR del segmento L
con una IGR del segmento S. En realizaciones especificas, el segmento hibrido es una 5' UTR del segmento S con
una IGR del segmento L o una 3' UTR del segmento S con una IGR del segmento L. En otras realizaciones especificas,
el segmento hibrido es una 5' UTR del segmento L con una IGR del segmento S o una 3' UTR del segmento L con
una IGR del segmento S.

Una particula de arenavirus trisegmentada que comprende un genoma modificado genéticamente en donde uno o
mas ORF se han eliminado o inactivado funcionalmente puede producirse en células complementarias (es decir,
células que expresan el ORF de arenavirus que ha sido eliminado o inactivado funcionalmente). El material genético
de la particula de arenavirus resultante puede transferirse tras la infeccién de una célula huésped en la célula huésped,
en donde el material genético puede expresarse y amplificarse. Ademas, el genoma de la particula de arenavirus
modificada genéticamente descrita en la presente memoria puede codificar un ORF heterdlogo de un organismo
distinto de una particula de arenavirus.

En ciertos ejemplos, al menos uno de los cuatro ORF que codifican GP, NP, la proteina Z y la proteina L se elimina 'y
se reemplaza con un ORF heter6logo de un organismo que no sea un arenavirus. En otro ejemplo, al menos un ORF,
al menos dos ORF, al menos tres ORF, o al menos cuatro ORF que codifican GP, NP, la proteina Z y la proteina L
pueden eliminarse y reemplazarse con un ORF heterélogo de un organismo que no sea un arenavirus. En ejemplos
especificos, solo uno de los cuatro ORF que codifican GP, NP, la proteina Z y la proteina L se elimina y reemplaza
con un ORF heterélogo de un organismo que no sea una particula de arenavirus. En ejemplos mas especificos, se
elimina el ORF que codifica GP del segmento gendmico de arenavirus. En otro ejemplo especifico, se elimina el ORF
que codifica la NP del segmento gendmico de arenavirus. En ejemplos mas especificos, se elimina el ORF que codifica
la proteina Z del segmento genémico de arenavirus. En otro ejemplo especifico més, se elimina el ORF que codifica
la proteina L.

En ciertos ejemplos, en la presente memoria se describe una particula de arenavirus trisegmentada que comprende
un segmento L y dos segmentos S en los que (i) un ORF esta en una posicion distinta de la posicion de tipo salvaje
del ORF; y (ii) se ha eliminado o inactivado funcionalmente un ORF que codifica GP o NP, de modo que el virus
resultante es deficiente para la replicacion y no es infeccioso. En un ejemplo especifico, se elimina un ORF y se
reemplaza con un ORF heterélogo de un organismo que no sea un arenavirus. En otro ejemplo especifico, se eliminan
dos ORF y se reemplazan con un ORF heterdlogo de un organismo que no sea un arenavirus. En otros ejemplos
especificos, se eliminan tres ORF y se reemplazan con un ORF heter6logo de un organismo que no sea un arenavirus.
En ejemplos especificos, el ORF que codifica la GP se elimina y se reemplaza con un ORF heterélogo de un organismo
que no sea un arenavirus. En otros ejemplos especificos, el ORF que codifica NP se elimina y se reemplaza con un
ORF heterélogo de un organismo que no sea un arenavirus. En ejemplos ain mas especificos, el ORF que codifica
NP y el ORF que codifica GP se eliminan y se reemplazan con uno o dos ORF heter6logos de un organismo distinto
de una particula de arenavirus. Asi, en ciertas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada comprende (i)
un segmento L y dos segmentos S; (ii) un ORF en una posicién distinta de la posicién de tipo salvaje del ORF; (iii) uno
o mas ORF heterdlogos de un organismo que no sea un arenavirus.

En ciertos ejemplos, en la presente memoria se proporciona una particula de arenavirus trisegmentada que comprende
dos segmentos L y un segmento S en los que (i) un ORF esté en una posicién distinta de la posicién de tipo salvaje
del ORF; y (ii) un ORF que codifica la proteina Z, y/o la proteina L ha sido eliminado inactivado funcionalmente, de
modo que el virus resultante es deficiente para la replicacion y no es infeccioso. En un ejemplo especifico, se elimina
un ORF y se reemplaza con un ORF heterélogo de un organismo que no sea un arenavirus. En otro ejemplo especifico,
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se eliminan dos ORF y se reemplazan con un ORF heter6logo de otro organismo que no sea un arenavirus. En
ejemplos especificos, el ORF que codifica la proteina Z se elimina y se reemplaza con un ORF heter6logo de un
organismo que no sea un arenavirus. En otros ejemplos especificos, el ORF que codifica la proteina L se elimina y se
reemplaza con un ORF heter6logo de un organismo que no sea un arenavirus. En ejemplos aln mas especificos, el
ORF que codifica la proteina Z y el ORF que codifica la proteina L se eliminan y se reemplazan con un ORF heterélogo
de un organismo que no sea una particula de arenavirus. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, la particula de
arenavirus trisegmentada comprende (i) dos segmentos L y un segmento S; (ii) un ORF en una posicién distinta de la
posicion de tipo salvaje del ORF; (iii) un ORF heter6logo de un organismo que no sea un arenavirus.

Por lo tanto, en ciertos ejemplos, la particula de arenavirus trisegmentada descrita en la presente memoria comprende
una particula de arenavirus trisegmentada (es decir, un segmento L y dos segmentos S o dos segmentos L y un
segmento S) que i) esta preparada por ingenieria para portar un ORF en una posicién no natural; i) se elimina un ORF
que codifica GP, NP, la proteina Z o la proteina L); iii) el ORF que se elimina se reemplaza con uno o mas ORF
heterdlogos de un organismo que no sea un arenavirus.

En ciertos ejemplos, el ORF hetero6logo tiene una longitud de 8 a 100 nucleétidos, una longitud de 15 a 100 nucleoétidos,
una longitud de 25 a 100 nucleétidos, una longitud de 50 a 200 nucle6tidos, una longitud de 50 a 400 nucleétidos, una
longitud de 200 a 500 nucleétidos, o una longitud de 400 a 600 nucle6tidos, una longitud de 500 a 800 nucle6tidos.
En otros ejemplos, el ORF heter6logo tiene una longitud de 750 a 900 nucledtidos, una longitud de 800 a 100
nucleétidos, 850 a 1.000 nucleétidos, una longitud de 900 a 1.200 nucleétidos, una longitud de 1.000 a 1.200
nucleétidos, una longitud de 1.000 a 1.500 nucleétidos o una longitud de 10 a 1.500 nucledétidos, una longitud de 1.500
a 2.000 nucleétidos, una longitud de 1.700 a 2.000 nucleétidos, una longitud de 2.000 a 2.300 nucleétidos, una longitud
de 2.200 a 2.500 nucleoétidos, una longitud de 2.500 a 3.000 nucledtidos, una longitud de 3.000 a 3.200 nucledtidos,
una longitud de 3.000 a 3.500 nucleétidos, una longitud de 3.200 a 3.600 nucleétidos, una longitud de 3.300 a 3.800
nucleétidos, una longitud de 4.000 nucleétidos a 4.400 nucle6tidos, una longitud de 4.200 a 4.700 nucledétidos, una
longitud de 4.800 a 5.000 nucledtidos, una longitud de 5.000 a 5.200 nucledétidos, una longitud de 5.200 a 5.500
nucleétidos, una longitud de 5.500 a 5.800 nucleétidos, una longitud de 5.800 a 6.000 nucleétidos, una longitud de
6.000 a 6.400 nucleétidos, una longitud de 6.200 a 6.800 nucleétidos, una longitud de 6.600 a 7.000 nucledtidos, una
longitud de 7.000 a 7.200 nucleétidos, una longitud de 7.200 a 7.500 nucleétidos, o una longitud de 7.500 nucle6tidos.
En algunos ejemplos, el ORF heterélogo codifica un péptido o polipéptido que tiene una longitud de 5 a 10
aminoacidos, una longitud de 10 a 25 aminodcidos, una longitud de 25 a 50 aminoacidos, una longitud de 50 a 100
aminoacidos, una longitud de 100 a 150 aminoacidos , una longitud de 150 a 200 aminoéacidos, una longitud de 200 a
250 aminoacidos, una longitud de 250 a 300 aminoacidos, una longitud de 300 a 400 aminoacidos, una longitud de
400 a 500 aminoacidos, una longitud de 500 a 750, una longitud de 750 a 1.000 aminoacidos, una longitud de 1.000
a 1.250 aminoécidos, una longitud de 1.250 a 1.500 aminoé&cidos, una longitud de 1.500 a 1.750 aminoacidos, una
longitud de 1.750 a 2.000 aminoécidos, una longitud de 2.000 a 2.500 aminoacidos, o una longitud de méas de 2.500
0 mas aminodcidos. En algunos ejemplos, el ORF heterélogo codifica un polipéptido que no excede una longitud de
2.500 aminoacidos. En ejemplos especificos, el ORF heter6logo no contiene un codén de parada. En ciertos ejemplos,
el ORF heterélogo esta optimizado para codones. En ciertos ejemplos, la composicién de nucleétidos, la composicién
de pares de nucleétidos o ambas pueden optimizarse. Las técnicas para tales optimizaciones son conocidas en la
técnica y pueden aplicarse para optimizar un ORF heterélogo.

Cualquier ORF heter6logo de un organismo que no sea un arenavirus puede incluirse en la particula de arenavirus
trisegmentada. En un ejemplo, el ORF heterdlogo codifica una proteina informadora. En la Seccién 4.3 se describe
una descripcion mas detallada de las proteinas informadoras. En otro ejemplo, el ORF heter6logo codifica un antigeno
para un patégeno infeccioso o un antigeno asociado con cualquier enfermedad y donde el antigeno es capaz de incitar
una respuesta inmune. En ejemplos especificos, el antigeno se deriva de un organismo infeccioso, un tumor (es decir,
cancer) o un alergeno. En la Seccién 4.3 se describe una descripcion mas detallada sobre los ORF heterélogos.

En ciertos ejemplos, el crecimiento y la infectividad de la particula de arenavirus no se ven afectados por el ORF
heterdlogo de un organismo que no sea un arenavirus.

Las técnicas conocidas por un experto en la técnica pueden usarse para producir una particula de arenavirus que
comprende un segmento gendmico de arenavirus preparado por ingenieria para portar un ORF de arenavirus en una
posicion distinta de la posicién de tipo salvaje. Por ejemplo, pueden usarse técnicas de genética inversa para generar
dicha particula de arenavirus. En otros ejemplos, la particula de arenavirus deficiente para la replicacién (es decir, el
segmento gendmico de arenavirus preparado por ingenieria para portar un ORF de arenavirus en una posicién distinta
de la posicion de tipo salvaje, en la que se ha delecionado un ORF que codifica GP, NP, la proteina Z, la proteina L)
puede producirse en una célula complementaria.

En ciertos ejemplos, la particula de arenavirus trisegmentada que se usa de acuerdo con la presente solicitud puede
ser virus del Viejo Mundo, por ejemplo, LCMV.

En ciertos ejemplos, la presente solicitud se refiere a la particula de arenavirus como se describe en la presente
memoria adecuada para su uso como vacuna y a métodos para usar dicha particula de arenavirus en una vacunacion
y tratamiento o prevencién de, por ejemplo, infecciones y canceres. En la Seccién 4.6 se proporciona una descripcion
mas detallada de los métodos de uso de la particula de arenavirus descrita en la presente memoria.
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En ciertos ejemplos, la presente solicitud se refiere a la particula de arenavirus como se describe en la presente
memoria adecuada para su uso como una composicion farmacéutica y a métodos para usar dicha particula de
arenavirus en una vacunacion y tratamiento o prevencion de, por ejemplo, infecciones o canceres. En la Seccion 4.6
se proporciona una descripcién mas detallada de los métodos de uso de la particula de arenavirus descrita en la
presente memoria.

4.3 Particula de arenavirus o particula de arenavirus trisegmentada que expresa un ORF heterélogo

En ciertas realizaciones, el segmento genémico de arenavirus y la particula de arenavirus o particula de arenavirus
trisegmentada respectiva pueden comprender un ORF heterdlogo. En otras realizaciones, el segmento genémico de
arenavirus y la particula de arenavirus o particula de arenavirus trisegmentada respectiva pueden comprender un gen
de interés. En realizaciones mas especificas, el ORF heter6logo o el gen de interés codifica un antigeno. En
realizaciones mas especificas, el ORF heterdlogo o el gen o interés codifica una proteina informadora o una proteina
fluorescente.

El segmento genoémico de arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada pueden
comprender uno o mas ORF heterélogos o uno o mas genes de interés. El segmento genémico de arenavirus, la
particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada pueden comprender al menos un ORF heterélogo,
al menos dos ORF heterélogos, al menos tres ORF heterdlogos, o mas ORF heterdlogos. La particula de arenavirus
o la particula de arenavirus trisegmentada puede comprender al menos un gen de interés, al menos dos genes de
interés, al menos tres genes de interés o mas genes de interés.

El segmento genémico de arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada de la
presente solicitud pueden expresar una amplia variedad de antigenos. En una realizacion, el ORF heterélogo codifica
un antigeno de un patégeno infeccioso o un antigeno asociado con cualquier enfermedad que sea capaz de incitar
una respuesta inmune. En ciertas realizaciones, el ORF heter6logo puede codificar un antigeno derivado de un virus,
una bacteria, un hongo, un parasito o puede expresarse en un tumor o enfermedad asociada a un tumor (es decir,
cancer), una enfermedad autoinmune, una enfermedad degenerativa, una enfermedad hereditaria, dependencia de
sustancias, obesidad o una enfermedad alérgica.

En algunas realizaciones, el ORF heter6logo codifica un antigeno viral. Los ejemplos no limitantes de antigenos virales
incluyen antigenos de adenoviridae (p. ej., mastadenovirus y aviadenovirus), herpesviridae (p. €j., virus del herpes
simple 1, virus del herpes simple 2, virus del herpes simple 5, virus del herpes simple 6, virus de Epstein-Barr, HHV6-
HHV8 y citomegalovirus), leviviridae (p. ej., levivirus, enterobacterias fase MS2, alolevirus), poxyiridae (p. €j.,
cordopoxyirinae, parapoxvirus, avipoxvirus, capripoxvirus, leporiipoxvirus, suipoxvirus, molluscipoxvirus y
entomopoxyirinae), papovaviridae (p. ej., polyomavirus y papilomavirus), paramyxoviridae (p. €j., paramyxovirus, virus
de parainfluenza 1, mobillivirus (p. €j., virus del sarampién), rubulavirus (p. €j., virus de las paperas), pneumonovirinae
(p. €j., neumovirus, virus sincitial respiratorio humano), virus sincitial respiratorio humano y metapneumovirus (p. €j.,
neumovirus aviar y metapneumovirus humano), picornaviridae (p. €j., enterovirus, rinovirus, hepatovirus (p. €., virus
de la hepatitis A humana), cardiovirus y apthovirus), reoviridae (p. ej., orthoreovirus, orbivirus, rotavirus, cypovirus,
fijivirus, phyitoreovirus y oryzavirus), retroviridae (p. €j., retrovirus de mamifero tipo B, retrovirus de mamifero tipo C,
retrovirus aviar tipo C, grupo de retrovirus tipo D, retrovirus BLV-HTLYV, lentivirus (p. ej. virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) 1y VIH-2 (p. €j., VIH gp160), spumavirus), flaviviridae (p. €j., virus de la hepatitis C, virus del dengue,
virus del Nilo Occidental), hepadnaviridae (p. €j., virus de la hepatitis B), togaviridae (p. €j., alfavirus (p. €j., virus
sindbis) y rubivirus (p. €j., virus de la rubéola)), rabdoviridae (p. €j., vesiculovirus, lyssavirus, ephemerovirus,
cytorhabdovirus y necleorhabdovirus), arenaviridae (p. €j., arenavirus, virus de la coriomeningitis linfocitica, virus Ippy
y virus lassa) y coronaviridae (p. €j., coronavirus y torovirus). En una realizacién especifica, el antigeno viral es VIH
gp120, gp41, Nef de VIH, glucoproteina F de RSV, glucoproteina G de RSV, tax de HTLV, glucoproteina del virus del
herpes simple (p. €j., gB, gC, gD y gE) o antigeno de superficie de la hepatitis B, la proteina E del virus de la hepatitis
C o la proteina de espina de coronavirus. En una realizacion, el antigeno viral no es un antigeno de VIH.

En otras realizaciones, el ORF heterélogo codifica un antigeno bacteriano (p. €j., proteina de la cubierta bacteriana).
En otras realizaciones, el ORF heterélogo codifica un antigeno parasitario (p. €j., un antigeno protozoario). En otras
realizaciones mas, una secuencia de nucleétidos heterdloga codifica un antigeno fungico.

Los ejemplos no limitantes de antigenos bacterianos incluyen antigenos de bacterias de la familia Aquaspirillum, familia
Azospirillum, familia Azotobacteraceae, familia Bacteroidaceae, especies de Bartonella, familia Bdellovibrio, especies
de Campylobacter, especies de Clamidia (p. €., Chlamydia pneumoniae), Clostridium, familia Enterobacteriaceae (p.
ej., especies de Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacter aerogenes, especies de Envinia, Escherichia coli, especies
de Hafnia, especies de Kilebsiella, especies de Morganella, Proteus vulgaris, Providencia, especies de Salmonella,
Serratia marcescens, y Shigella flexneri), familia Gardinella, Haemophilus influenzae, familia Halobacteriaceae, familia
Helicobacter, familia Legionallaceae, especies de Listeria , familia Methylococcaceae, micobacterias (p. €j.,
Mycobacterium tuberculosis), familia Neisseriaceae, familia Oceanospirillum, familia Pasteurellaceae, especies de
Pneumococcus, especies de Pseudomonas, familia Rhizobiaceae, familia Spirillum, familia Spirosomaceae,
Staphylococcus (p. €j., Staphylococcus aureus'y Staphylococcus pyrogenes resistente a la meticilina), Streptococcus
(p. ej., Streptococcus enteritidis, Streptococcus fasciae y Streptococcus pneumoniae), familia Vampirovibr
Helicobacter, familia Yersinia, Bacillus antracis y familia Vampirovibrio.
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Los ejemplos no limitantes de antigenos de parasitos incluyen antigenos de un parasito tal como una ameba, un
parasito de la malaria, Plasmodium, Trypanosoma cruzi. Los ejemplos no limitantes de antigenos fungicos incluyen
antigenos de hongos de la especie Absidia (p. €j., Absidia corymbifera y Absidia ramosa), especies de Aspergilus, (p.
ej., Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, y Aspergillus terreus),
Basidiobolus ranarum, Blastomyces dermatitidis, especies de Candida (p. ej., Candida albicans, Candida glabrata,
Candida kern, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida pseudotropicalis, Candida quillermondii, Candida
rugosa, Candida stellatoidea, y Candida tropicalis), Coccidioides immitis, especies de Conidiobolus, Cryptococcus
neoforms, especies de Cunninghamella, dermatofitos, Histoplasma capsulatum, Microsporum gypseum, Mucor
pusillus, Paracoccidioides brasiliensis, Pseudallescheria boydii, Rhinosporidium seeberi, Pneumocystis carinii,
especies de Rhizopus (p. ej., Rhizopus arrhizus, Rhizopus oryzae y Rhizopus microsporus), especies de
Saccharomyces, Sporothrix schenckii, zigomycetos, y clases tales como Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes,
Deuteromycetes y Oomycetes.

En algunas realizaciones, un ORF hetero6logo codifica un antigeno tumoral o un antigeno asociado a tumor. En algunas
realizaciones, el antigeno tumoral o el antigeno asociado a tumor incluye antigenos de enfermedades asociadas a
tumor que incluyen leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda, carcinoma adrenocortical, carcinoma
adrenocortical infantil, canceres relacionados con el SIDA, sarcoma de Kaposi, cancer anal, cancer de apéndice,
astrocitomas, tumor teratoideo/rabdoideo atipico, carcinoma de células basales, cancer de conducto biliar,
extrahepatico (véase colangiocarcinoma), cancer de vejiga, osteosarcoma 6seo/histiocitoma fibroso maligno, glioma
del tronco encefalico, cancer cerebral, tumor cerebral, astrocitoma cerebeloso, astrocitoma cerebral/tumor de cerebro
glioma maligno, ependimoma, meduloblastoma, tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriales, glioma de via
visual e hipotalamico, cancer de mama, adenomas bronquiales/carcinoides, linfoma de Burkitt, tumor carcinoide, tumor
gastrointestinal carcinoide, carcinoma de primario desconocido, linfoma del sistema nervioso central, primario,
astrocitoma cerebeloso, astrocitoma cerebral/glioma maligno, cancer de cuello uterino, canceres infantiles, bronquitis
cronica, leucemia linfocitica crénica, leucemia mielégena crénica, trastornos mieloproliferativos cronicos, cancer de
colon, linfoma cutdneo de células T, tumor desmoplasico de células pequenas y redondas, enfisema, cancer
endometrial, ependimoma, cancer de eso6fago, sarcoma de Ewing en el familia de tumores de Ewing, tumor de células
germinales extracraneal, tumor de células germinales extragonadal, cancer extrahepatico de las vias biliares,
melanoma intraocular, retinoblastoma, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico (estbmago), tumor carcinoide
gastrointestinal, tumor del estroma gastrointestinal, tumor de células germinales: extracraneal, extragonadal, o tumor
trofoblastico gestacional ovarico, glioma del tronco encefélico, glioma, astrocitoma cerebral infantil, via visual infantil e
hipotadlamo, carcinoide gastrico, leucemia de células pilosas, cancer de cabeza y cuello, cancer cardiaco, cancer
hepatocelular (higado), linfoma de Hodgkin, cancer hipofaringeo, glioma de la via hipotalamica y visual, melanoma
intraocular, carcinoma de células de los islotes (pancreas endocrino), sarcoma de kaposi, cancer de riidn (cancer de
células renales), cancer de laringe, linfoma linfoblastico agudo, leucemia linfocitica aguda, leucemia mielégena aguda,
leucemia linfocitica crénica, leucemia mieloide crénica, cancer de labio y cavidad oral, liposarcoma, cancer de higado
(primario), cancer de pulmoén, células no pequenas, células pequenas, linfoma relacionado con el SIDA, linfoma de
Burkitt, linfoma cutaneo de células T, linfoma de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin, linfoma, sistema nervioso central
primario, macroglobulinemia de Waldenstrdm, cancer mama masculinao, histiocitoma fibroso maligno de
hueso/osteosarcoma, meduloblastoma, melanoma, intraocular (o0jo), cancer de células de Merkel, mesotelioma
maligno del adulto, mesotelioma, cancer de cuello escamoso metastasico con primario oculto, cancer de boca,
sindrome de neoplasia endocrina multiple, mieloma multiple/neoplasma de células plasmaticas, micosis fungoide,
sindromes mielodisplasicos, enfermedades mielodisplasicas/mieloproliferativas, leucemia mielégena, leucemia
mieloide crénica, leucemia mieloide aguda del adulto, aguda infantil, mieloma mudltiple (cancer de la médula 6sea),
trastornos mieloproliferativos, crénica, cancer de la cavidad nasal y de seno paranasal, carcinoma nasofaringeo,
neuroblastoma, cancer de pulmén de células no pequefas, oligodendroglioma, cancer oral, cancer orofaringeo,
osteosarcoma’/histiocitoma fibroso maligno de hueso, cancer de ovario, cancer epitelial de ovario (tumor epitelial-
estromal de superficie), tumor de células germinales de ovario, tumor ovarico de bajo potencial maligno, cancer de
pancreas, células de los islotes, cancer de seno paranasal y cavidad nasal, cancer de paratiroides, cancer de pene,
cancer de faringe, feocromocitoma, astrocitoma pineal, germinoma pineal, pineoblastoma y tumores
neuroectodérmicos primitivos supratentoriales, adenoma pituitario, neoplasia de células plasmaticas/mieloma multiple,
blastoma pleuropulmonar, linfoma primario del sistema nervioso central, cancer de prostata, cancer de recto,
carcinoma de células renales (cancer de riidn), pelvis renal y uréter, cancer de células de transicién, retinoblastoma,
rabdomiosarcoma, infancia, cancer de glandulas salivales, sarcoma, familia de tumores de Ewing, sarcoma de Kaposi,
sarcoma de tejidos blandos, sarcoma uterino, sindrome de Sézary, cancer de piel (no melanoma), cancer de piel
(melanoma), carcinoma de piel de células merkel, cancer de pulmén de células pequenas, cancer de intestino delgado,
sarcoma de tejidos blandos, carcinoma de células escamosas - véase cancer de piel (no melanoma), cancer de cuello
escamoso con cancer primario oculto, metastasico, cancer de estémago, tumor neuroectodérmico primitivo
supratentorial, linfoma de células T, cutaneo - véase Micosis fungoide y sindrome de Sézary, cancer testicular, cancer
de garganta, timoma y carcinoma timico, cancer de tiroides, cancer de células transicionales infantiles de la pelvis
renal y el uréter, tumor trofoblastico gestacional, sitio primario desconocido, carcinoma de, sitio primario desconocido
del adulto, cancer de la infancia, uréter y pelvis renal, cancer de células de transicion, cancer de recto, cancer uterino,
sarcoma uterino endometrial, tumor bronquial, tumor embrionario del sistema nervioso central; cordoma infantil, cancer
colorrectal, craneofaringioma, ependimoblastoma, histiocitosis de células de Langerhans, leucemia linfoblastica
aguda, leucemia mieloide aguda (adulto/infancia), cancer de pulmén de células pequefas, meduloepitelioma, cancer
de cavidad oral, papilomatosis, tumores parenquimatosos pineales de diferenciacion intermedia, tumor pituitario,
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carcinoma del tracto respiratorio que implica el gen NUT en el cromosoma 15, tumor de la médula espinal, timoma,
cancer de tiroides, cancer vaginal; cancer vulvar y tumor de Wilms.

Los ejemplos no limitantes de antigeno de tumor o asociados a tumor incluyen Adipofilina, AIM-2, ALDH1A1, BCLX
(L), BING-4, CALCA, CD45, CPSF, ciclina D1, DKK1, ENAH (hMena), EpCAM, EphA3, EZH2, FGF5, glipicano-3,
G250/MN/CAIX, HER-2/neu, IDO1, IGF2B3, IL13Ralpha2, carboxil esterasa intestinal, alfa-fetoproteina, Calicreina 4,
KIF20A, Lengsina, M-CSF, MCSP, mdm-2, Meloe, MMP-2, MMP-7, MUC1, MUC5AC, p53, PAX5, PBF, PRAME,
PSMA, RAGE-1, RGS5, RhoC, RNF43, RU2AS, secernina 1, SOX10, STEAP1, survivina, Telomerasa, VEGF o WT1,
EGF-R, CEA, CD52, proteina gp 100, MELANA/MART1, NY-ESO-1, p53 MAGE1, MAGE3 y CDK4, alfa-actinina-4,
ARTC1, proteina de fusién BCR-ABL (b3a2), B-RAF, CASP-5, CASP-8, beta-catenina, Cdc27, CDK4, CDKN2A, CLPP,
COA-1, proteina de fusién dek-can, EFTUD2, Factor de elongacion 2, proteina de fusién ETV6-AML1, FLT3-ITD, FN1,
GPNMB, proteina de fusion LDLR-fucosiltransferasaAS, NFYC, OGT, OS-9, proteina de fusion pm1-RARalfa, PRDX5,
PTPRK, K-ras, N-ras, RBAF600, SIRT2, SNRPD1, proteina de fusién SYT-SSX1 o SSX2, TGF-betaRll, Triosefosfato
isomerasa, Lengsina, M-CSF, MCSP o mdm-2.

En algunas realizaciones, el ORF heter6logo codifica un antigeno de un patdgeno respiratorio. En una realizacion
especifica, el patégeno respiratorio es un virus tal como RSV, coronavirus, metapneumovirus humano, virus de
parainfluenza, virus hendra, virus nipah, adenovirus, rinovirus o PRRSV. Los ejemplos no limitantes de antigenos
virales respiratorios incluyen las proteinas F, G y M2 del virus sincitial respiratorio, las proteinas de la espina (S) del
coronavirus (SARS, HuCoV), las proteinas de fusién del metapneumovirus humanao, la fusién del virus de parainfluenza
y las proteinas de hemaglutinina (F,HN), el virus de Hendra (HeV) y glucoproteinas de unién del virus de Nipah (NiV)
(G y F), proteinas de la capside de adenovirus, proteinas de rinovirus y proteinas de tipo salvaje PR5V o GP5 y M
modificadas.

En una realizacién especifica, el patdégeno respiratorio es una bacteria tal como Bacillus anthracis, Mycobacterium
tuberculosis, Bordetella pertussis, Streptococcus pneumoniae, Yersinia pestis, Staphylococcus aureus, Francisella
tularensis, Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitides y
Haemophilus influenza. Los ejemplos no limitantes de antigenos bacterianos respiratorios incluyen antigeno protector
PA de Bacillus anthracis, antigeno micobacteriano 85A y proteina de choque térmico (Hsp65)de Mycobacterium
tuberculosis , toxoide pertussis de Bordetella pertussis (PT) y hemaglutinina filamentosa (FHA), sortasa A y adhesina
de superficie A de Streptococcus pneumoniae (PsaA), subunidades F1 y V de Yersinia pestis, y proteinas de
Staphylococcus aureus, Francisella tularensis, Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Neisseria meningitides y Haemophilus influenzae.

En algunas realizaciones, el ORF heterdlogo codifica un epitopo de células T. En otras realizaciones, el ORF
heterdlogo codifica una citoquina o factor de crecimiento.

En otras realizaciones, el ORF heterélogo codifica un antigeno expresado en una enfermedad autoinmune. En
realizaciones mas especificas, la enfermedad autoinmune puede ser diabetes tipo |, esclerosis mudltiple, artritis
reumatoide, lupus eritematoso y psoriasis. Los ejemplos no limitantes de antigenos de enfermedades autoinmunes
incluyen Ro60, ADNds o RNP.

En otras realizaciones, el ORF codifica un antigeno expresado en una enfermedad alérgica. En realizaciones mas
especificas, la enfermedad alérgica puede incluir, pero no esta limitada a, rinoconjuntivitis estacional y perenne, asma
y eccema. Los ejemplos no limitantes de antigenos de alergia incluyen Betv 1y Feld 1.

En otras realizaciones, el segmento genémico de arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus
trisegmentada comprenden ademas una proteina informadora. La proteina informadora es capaz de expresarse al
mismo tiempo que el antigeno descrito en la presente memoria. Idealmente, la expresion es visible en luz normal u
otras longitudes de onda de luz. En ciertas realizaciones, la intensidad del efecto creado por la proteina informadora
se puede usar para medir y monitorizar directamente la particula de arenavirus o la particula de arenavirus
trisegmentada.

Los genes informadores serian facilmente reconocidos por un experto en la técnica. En ciertas realizaciones, la
particula de arenavirus es una proteina fluorescente. En otras realizaciones, el gen informador es GFP. GFP emite luz
verde brillante cuando se expone a rayos UV o azules.

Los ejemplos no limitantes de proteinas informadoras incluyen diversas enzimas, tales como, pero no limitado a, B-
galactosidasa, cloranfenicol acetiliransferasa, neomicina fosfotransferasa, luciferasa o RFP.

En ciertas realizaciones, el segmento genémico de arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un ORF heterdlogo tiene propiedades deseables para su uso como un vector para la
vacunacion (véase. p. €j., la Seccion 4.6). En otra realizacion, el segmento genémico de arenavirus, la particula de
arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada que expresa un ORF heterélogo es capaz de inducir una
respuesta inmune en un huésped (p. €j., ratdbn conejo, cabra, burro, ser humano). En otras realizaciones, el segmento
gendmico de arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada que expresa un ORF
heterdlogo descrito en la presente memoria induce una respuesta inmune innata. En otras realizaciones, el segmento
gendmico de arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada que expresa un ORF
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heterdlogo induce una respuesta inmune adaptativa. En realizaciones mas especificas, el segmento gendémico de
arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada que expresa un ORF heter6logo, tanto
una respuesta inmune innata como adaptativa.

En otra realizacién, el segmento genémico de arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un ORF heterdlogo induce una respuesta de células T. En realizaciones aun mas
especificas, el segmento genémico de arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada
que expresa un ORF heterélogo induce una respuesta de células T CD8+. En otras realizaciones, la particula de
arenavirus que porta un gen extrafio de interés induce una potente respuesta de células T CD8+ de alta frecuencia 'y
funcionalidad. En otras realizaciones, el segmento gendémico de arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de
arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno
induce células T CD8+ especificas para uno o multiples epitopos del gen extrafio de interés correspondiente.

En ciertas realizaciones, el segmento gendmico de arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un ORF heterélogo puede inducir la diferenciacion de T auxiliar 1, formacion de de células
T CD4+ de memoria y/o incitar respuestas de anticuerpos duraderas. Estos anticuerpos pueden ser neutralizantes,
opsonizantes, toxicos para las células tumorales o tener otras caracteristicas bioldgicas favorables. En otras
realizaciones, el segmento genomico de arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un ORF heterdlogo tiene un fuerte tropismo por las células dendriticas y las activa tras la
infeccion. Esto potencia la presentacion del antigeno por las células presentadoras de antigeno.

En ciertas realizaciones, el segmento genémico de arenavirus, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno induce
titulaciones de anticuerpos neutralizantes bajas o indetectables frente a LCMV y altas respuestas de anticuerpos
neutralizantes protectores frente al transgén extrafo respectivo. En algunas realizaciones, el esqueleto de arenavirus
que forma la particula o particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo
infeccioso, un cancer o un alergeno tiene una baja capacidad para inducir inmunidad frente a los componentes del
esqueleto arenaviral.

4.4 Generacion de una particula de arenavirus y una particula de arenavirus trisegmentada

En general, las particulas de arenavirus se pueden producir de forma recombinante mediante técnicas genéticas
inversas estandar como se describe para LCMV (véase, Flatz et al., 2006, Proc Natl Acad Sci USA 103: 4663-4668;
Sanchez et al., 2006, Virology 350:370; Ortiz-Riano et al., 2013, J Gen Virol. 94: 1175-88). Para generar las particulas
de arenavirus proporcionadas en la presente memoria, estas técnicas se pueden aplicar como se describe a
continuacion. El genoma de los virus se puede modificar como se describe en la Seccién 4.1 y la Seccién 4.2,
respectivamente.

4.4.1 Marco de lectura abierto en una posicién no natural

La generacion de una particula de arenavirus que comprende un segmento genémico que ha sido preparado por
ingenieria para portar un ORF viral en una posicion distinta de la posicién de tipo salvaje del ORF puede producirse
de forma recombinante mediante cualquier técnica genética inversa conocida por un experto en la técnica.

(i) Particulas de arenavirus infecciosas y competentes para la replicacion

En ciertas realizaciones, el método para generar la particula de arenavirus comprende (i) transfectar en una célula
huésped el ADNc del primer segmento gendémico de arenavirus; (i) transfectar en una célula huésped el ADNc del
segundo segmento gendémico de arenavirus; (iii) transfectar en una célula huésped plasmidos que expresan los
factores que actuan en trans minimos del arenavirus NP y L; (iv) mantener la célula huésped en condiciones adecuadas
para la formacion de virus; y (v) recoger la particula de arenavirus. En ciertas realizaciones mas especificas, el ADNc
esta comprendido en un plasmido.

Una vez generadas a partir del ADNc, las particulas de arenavirus (es decir, infecciosas y competente para la
replicacién) se pueden propagar. En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus puede propagarse en cualquier
célula huésped que permita que el virus crezca hasta titulaciones que permitan los usos del virus como se describe
en la presente memoria. En una realizacion, la célula huésped permite que la particula de arenavirus crezca hasta
titulaciones comparables a las determinados para el tipo salvaje correspondiente.

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus puede propagarse en células huésped. Los ejemplos especificos
de células huésped que pueden usarse incluyen BHK-21, HEK 293, VERO u otras. En una realizacion especifica, la
particula de arenavirus puede propagarse en una linea celular.

En ciertas realizaciones, las células huésped se mantienen en cultivo y se transfectan con uno o mas plasmidos. El o
los plasmidos expresan el o los segmentos gendémicos de arenavirus que se generaran bajo el control de uno o mas
casetes de expresion adecuados para la expresion en células de mamiferos, p. ej., que consiste en un promotor y
terminador de polimerasa |.
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Los plasmidos que pueden usarse para la generacion de la particula de arenavirus pueden incluir: i) un plasmido que
codifica el segmento gendémico S, p. €j., pol-1 S, ii) un plasmido que codifica el segmento genémico L, p. €j., pol-I L. En
ciertas realizaciones, el plasmido que codifica una polimerasa de arenavirus que dirige la sintesis intracelular de los
segmentos virales L y S puede incorporarse en la mezcla de transfeccién. Por ejemplo, puede estar presente un
plasmido que codifica la proteina L y/o un plasmido que codifica NP (pC-L y pC-NP, respectivamente). La proteina L
y NP son los factores que actian en trans minimos necesarios para la transcripcién y replicacién del ARN viral.
Alternativamente, la sintesis intracelular de los segmentos L y S virales, junto con NP y la proteina L, puede realizarse
usando un casete de expresion con promotores pol-l1 y pol-Il que leen desde lados opuestos en los ADNc de los
segmentos L y S de dos plasmidos separados, respectivamente.

En ciertas realizaciones, los segmentos genémicos de arenavirus estan bajo el control de un promotor. Tipicamente,
se pueden usar casetes de expresion dirigidos por la ARN polimerasa |, casetes dirigidos por la ARN polimerasa Il o
casetes dirigidos por la ARN polimerasa del bacteriéfago T7. En ciertas realizaciones, el o los plasmidos que codifican
los segmentos gendémicos de arenavirus pueden ser los mismos, es decir, la secuencia del genoma y los factores que
actlan en trans pueden ser transcritos por un promotor de un plasmido. Los ejemplos especificos de promotores
incluyen un promotor de ARN polimerasa |, un promotor de ARN polimerasa Il, un promotor de ARN polimerasa Ill, un
promotor T7, un promotor SP6 o un promotor T3.

Ademas, el o los plasmido pueden presentar un marcador de seleccién de mamifero, p. ej., resistencia a la puromicina,
bajo el control de un casete de expresion adecuado para la expresién génica en células de mamiferos, p. €j., el casete
de expresién de polimerasa Il como anteriormente, o el o los transcritos génicos virales estan seguidos por un sitio
interno de entrada al ribosoma, tal como el del virus de la encefalomiocarditis, seguido por el marcador de resistencia
de mamifero. Para la produccion en E. coli, el plasmido presenta ademas un marcador de seleccién bacteriana, tal
como un casete de resistencia a ampicilina.

La transfeccién de una célula huésped con un o unos plasmidos puede realizarse usando cualquiera de las estrategias
usadas comunmente, tales como fosfato de calcio, protocolos basados en liposomas o electroporaciéon. Unos dias
después, se anade el agente de seleccion adecuado, p. €j., puromicina, en concentraciones tituladas. Los clones
supervivientes se aislan y se subclonan siguiendo procedimientos estandar, y los clones con alta expresion, se
identifican usando procedimientos de citometria de flujo o transferencia Western con anticuerpos dirigidos frente a la
o las proteinas virales de interés.

Para recuperar la particula de arenavirus descrita en la presente memoria, se prevén los siguientes procedimientos.
Primer dia: las células, tipicamente 80 % confluentes en placas de pocillos M6, se transfectan con una mezcla de los
plasmidos, como se describié anteriormente. Para esto, se puede explotar cualquiera de las estrategias usadas
comunmente, tales como fosfato de calcio, protocolos basados en liposomas o electroporacion.

3-5 dias después: el sobrenadante cultivado (preparacién del vector arenavirus) se recoge, se divide en alicuotas y se
almacena a4 °C, -20 ° C 0 -80 ° C, dependiendo de cuanto tiempo se debe almacenar el vector arenavirus antes de
su uso. La titulacion infecciosa de la preparacion del vector arenavirus se evalia mediante un ensayo de inmunofoco.
Alternativamente, las células transfectadas y el sobrenadante pueden subcultivarse en un recipiente mas grande (p.
ej., un matraz de cultivo de tejidos T75) en el dia 3-5 después de la transfeccién, y el sobrenadante de cultivo se
recoge hasta cinco dias después del subcultivo.

La presente solicitud se refiere ademas a la expresion de un ORF heterdlogo, en donde un plasmido que codifica el
segmento genémico se modifica para incorporar un ORF heterélogo. EI ORF heterélogo puede incorporarse en el
plasmido usando enzimas de restriccion.

(i) Particulas de arenavirus infecciosas, deficientes para la replicacion

Las particulas de arenavirus infecciosas, deficientes para la replicacién, pueden rescatarse como se describid
anteriormente. Sin embargo, una vez generados a partir de ADNc, los arenavirus infecciosos, deficientes para la
replicacién descritos en la presente memoria pueden propagarse en células complementarias. Las células
complementarias son células que proporcionan la funcionalidad que se ha eliminado del arenavirus deficiente para la
replicacién mediante la modificacion de su genoma (p. €j., si el ORF que codifica la proteina GP se deleciona o se
inactiva funcionalmente, una célula complementaria proporciona la proteina GP).

Debido a la eliminacién o inactivacién funcional de uno o mas de los ORF en vectores de arenavirus (aqui se tomara
como ejemplo la delecién de la glucoproteina, GP), los vectores de arenavirus pueden generarse y expandirse en
células que proporcionan en trans el o los genes virales delecionados, p. €j., GP en el presente ejemplo. Dicha linea
celular complementaria, en adelante denominada células C, se genera transfectando una linea celular tal como BHK-
21, HEK 293, VERO u otra con uno o mas plasmidos para la expresion del o de los genes virales de interés (plasmido
de complementacién, denominado plasmido C). El o los plasmidos C expresan el o los genes virales delecionados en
el vector de arenavirus que se generaran bajo el control de uno o mas casetes de expresion adecuados para la
expresion en células de mamiferos, p. ej., un promotor de la polimerasa Il de mamifero tal como el promotor EF1alfa
con una senal de poliadenilacién. Ademas, el plasmido de complementacion presenta un marcador de seleccion de
mamiferos, p. €j., resistencia a la puromicina, bajo el control de un casete de expresién adecuado para la expresion
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génica en células de mamiferos, p. €j., el casete de expresion de polimerasa Il como anteriormente, o el o los
transcritos génicos virales estan seguidos por un sitio interno de entrada al ribosoma, tal como el del virus de la
encefalomiocarditis, seguido por el marcador de resistencia de mamifero. Para la produccion en E. coli, el plasmido
presenta adicionalmente un marcador de seleccion bacteriana, tal como un casete de resistencia a ampicilina.

Las células que se pueden usar, p. ej., BHK-21, HEK 293, MC57G u otras, se mantienen en cultivo y se transfectan
con el o los plasmidosde complementacién utilizando cualquiera de las estrategias usadas cominmente, tales como
fosfato de calcio, protocolos basados en liposomas o electroporacion. Unos dias después, se anade el agente de
seleccién adecuado, p. €j., puromicina, en concentraciones tituladas. Los clones supervivientes se aislan y subclonan
siguiendo procedimientos estandar, y los clones de células C con alta expresion, se identifican usando procedimientos
de citometria de flujo o transferencia Western con anticuerpos dirigidos frente a la o las proteinas virales de interés.
Como alternativa al uso de células C transfectadas de manera estable, la transfeccion transitoria de células normales
puede complementar el o los genes virales ausentes en cada uno de los pasos en los que las células C se utilizaran
a continuacion. Ademas, se puede usar un virus auxiliar para proporcionar la funcionalidad ausente en trans.

Los plasmidos pueden ser de dos tipos: i) dos plasmidos, denominados plasmidos TF para expresar intracelularmente
en células C los factores que actlian en trans minimos del arenavirus, se derivan de, p. ej., proteinas NP y L de LCMV
en el presente ejemplo; y ii) plasmidos, denominados plasmidos GS, para expresar intracelularmente en células C los
segmentos gendémicos del vector de arenavirus, p. €j., los segmentos con modificaciones disefiadas. Los plasmidos
TF expresan las proteinas NP y L del vector de arenavirus respectivo bajo el control de un casete de expresion
adecuado para la expresion de proteinas en células de mamiferos, tipicamente, p. ej., un promotor de la polimerasa Il
de mamifero tal como el promotor CMV o EF1 alfa, cualquiera de ellos preferentemente en combinaciéon con una senal
de poliadenilacion. Los plasmidos GS expresan los segmentos genémicos pequefio (S) y grande (L) del vector.
Tipicamente, se pueden usar casetes de expresion dirigidos por la polimerasa | o casetes de expresién dirigidos por
la ARN polimerasa de bacteriéfago T7 (T7-), este Gltimo preferentemente con una ribozima 3' terminal para procesar
el transcrito primario para rendir el extremo correcto. En el caso de utilizar un sistema basado en T7, la expresion de
T7 enlas células C debe proporcionarse incluyendo en el proceso de recuperacion un plasmido de expresion adicional,
construido de forma analoga a los plasmidos TF, que proporcionan T7, o las células C se construyen para expresar
adicionalmente T7 de manera estable. En ciertas realizaciones, los plasmidos TF y GS pueden ser iguales, es decir,
la secuencia gendmica y los factores que actian en trans pueden ser transcritos por los promotores T7, poll y polll de
un plasmido.

Para la recuperacién del vector de arenavirus, se pueden usar los siguientes procedimientos. Primer dia: las células
C, tipicamente 80 % confluentes en placas de pocillos M6, se transfectan con una mezcla de los dos plasmidos TF
mas los dos plasmidos GS. En ciertas realizaciones, los plasmidos TF y GS pueden ser iguales, es decir, la secuencia
gendmica y los factores que actian en trans pueden ser transcritos por los promotores T7, poll y polll de un plasmido.
Para esto, se puede explotar cualquiera de las estrategias usadas comunmente, tales como fosfato de calcio,
protocolos basados en liposomas o electroporacion.

3-5 dias después: el sobrenadante del cultivo (preparacion de vectores de arenavirus) se recoge, se divide en partes
alicuotas y se almacena a 4 ° C, -20 ° C o0 -80 ° C, dependiendo de cuanto tiempo se debe almacenar el vector de
arenavirus antes de su uso. Luego, la titulacion infecciosa de la preparacion del vector arenavirus se evalla mediante
un ensayo de inmunofoco en células C. Alternativamente, las células transfectadas y el sobrenadante pueden
subcultivarse en un recipiente mas grande (p. €j., un matraz de cultivo de tejidos T75) en el dia 3-5 después de la
transfeccion, y el sobrenadante del cultivo se recoge hasta cinco dias después del subcultivo.

La descripcion se refiere ademas a la expresion de un antigeno en un cultivo celular en donde el cultivo celular esta
infectado con un arenavirus infeccioso, deficiente para la replicacion, que expresa un antigeno. Cuando se usa para
la expresion de un antigeno en células cultivadas, se pueden usar los siguientes dos procedimientos:

i) El tipo de célula de interés se infecta con la preparacién del vector de arenavirus descrita en la presente memoria a
una multiplicidad de infeccién (MOI) de uno o mas, p. €j., dos, tres o cuatro, lo que resulta en la produccién del antigeno
en todas las células, ya poco después de la infeccion.

i) Alternativamente, se puede usar una MOl mas baja y se pueden seleccionar clones de células individuales por su
nivel de expresién de antigeno dirigida por virus. Posteriormente, los clones individuales pueden expandirse
infinitamente debido a la naturaleza no citolitica de los vectores de arenavirus. Independientemente de la estrategia,
el antigeno se puede recoger (y purificar) posteriormente bien del sobrenadante del cultivo o de las células mismas,
dependiendo de las propiedades del antigeno producido. Sin embargo, la invencion no se limita a estas dos
estrategias, y pueden considerarse otras formas de dirigir la expresién del antigeno usando arenavirus infecciosos,
deficientes para la replicacion como vectores.

4.4.2 Generacion de una particula de arenavirus trisegmentada

Una particula de arenavirus trisegmentada se puede producir de forma recombinante mediante técnicas genéticas
inversas conocidas en la técnica, por ejemplo, como se describe por Emonet et al., 2008, PNAS, 106 (9): 3473-3478;
Popkin et al, 2011, J. Virol., 85 (15): 7928-7932. La generacién de la particula de arenavirus trisegmentada
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proporcionada en la presente memoria puede modificarse como se describe en la Seccion 4.2.
(i) Particulas de arenavirus trisegmentadas infecciosas y competentes para la replicacion

En ciertas realizaciones, el método para generar la particula de arenavirus trisegmentada comprende (i) transfectar
en una célula huésped los ADNc de un segmento L y dos segmentos S o dos segmentos L y un segmento S; (ii)
transfectar en una célula huésped plasmidos que expresan los factores que actdan en trans minimos del arenavirus
NP y L; (iii) mantener la célula huésped en condiciones adecuadas para la formacién de virus; y (iv) recoger la particula
de arenavirus.

Una vez generada a partir del ADNc, la particula de arenavirus trisegmentada (es decir, infecciosa y competente para
la replicacion) se puede propagar. En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada puede propagarse
en cualquier célula huésped que permita que el virus crezca hasta titulaciones que permitan los usos del virus como
se describe en la presente memoria. En una realizacién, la célula huésped permite que la particula de arenavirus
trisegmentada crezca hasta titulaciones comparables a las determinadas para el tipo salvaje correspondiente.

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus trisegmentada puede propagarse en células huésped. Los ejemplos
especificos de células huésped que pueden usarse incluyen BHK-21, HEK 293, VERO u otras. En una realizacién
especifica, la particula de arenavirus trisegmentada puede propagarse en una linea celular.

En ciertas realizaciones, las células huésped se mantienen en cultivo y se transfectan con uno o mas plasmidos. El o
los plasmidos expresan el o los segmentos gendmicos de arenavirus que se generaran bajo el control de uno o mas
casetes de expresion adecuados para la expresion en células de mamiferos, p. €j., que consiste en un promotor y
terminador de polimerasa |.

En realizaciones especificas, las células huésped se mantienen en cultivo y se transfectan con uno o mas plasmidos.
El o los plasmidos expresan el o los genes virales que se generaran bajo el control de uno o mas casetes de expresion
adecuados para la expresion en células de mamiferos, p. ej., que consiste en un promotor y terminador de polimerasa
I

Los plasmidos que pueden usarse para generar el arenavirus trisegmentado que comprende un segmento L y dos
segmentos S pueden incluir: i) dos plasmidos que codifican cada uno el segmento del genoma S, p. ej., pol-I S, ii) un
plasmido que codifica el segmento del genoma L, p. €j., pol-l L. Los plasmidos necesarios para el arenavirus
trisegmentado que comprende dos segmentos L y un segmento S son: i) dos plasmidos que codifican cada uno el
segmento del genoma L, p. €j., pol-L, ii) un plasmido que codifica el segmento del genoma S, p. €j., pol-I S.

En ciertas realizaciones, los plasmidos que codifican una polimerasa de arenavirus que dirige la sintesis intracelular
de los segmentos virales L y S pueden incorporarse en la mezcla de transfeccién. Por ejemplo, un plasmido que
codifica la proteina L y un plasmido que codifica NP (pC-L y pC-NP, respectivamente). La proteina L y NP son los
factores que actian en trans minimos necesarios para la transcripcion y replicacion del ARN viral. Alternativamente,
la sintesis intracelular de los segmentos virales Ly S, junto con NP y la proteina L, puede realizarse usando un casete
de expresién con promotores pol-l y pol-Il que leen desde lados opuestos en los ADNc de los segmentos L y S de dos
plasmidos separados, respectivamente.

Ademas, el o los plasmidos presentan un marcador de seleccién de mamifero, p. €j., resistencia a la puromicina, bajo
el control de un casete de expresién adecuado para la expresion génica en células de mamifero, p. €j., el casete de
expresion de polimerasa Il como se indic6 anteriormente, o el o los transcritos del gen viral estan seguidos por un sitio
interno de entrada al ribosoma, tal como el del virus de la encefalomiocarditis, seguido por el marcador de resistencia
de mamiferos. Para la produccién en E. coli, el plasmido presenta ademas un marcador de seleccion bacteriana, tal
como un casete de resistencia a ampicilina.

La transfeccion de células BHK-21 con un o unos plasmidos se puede realizar utilizando cualquiera de las estrategias
usadas comunmente, tales como fosfato de calcio, protocolos basados en liposomas o electroporaciéon. Unos dias
después, se afade el agente de seleccion adecuado, p. €j., puromicina, en concentraciones tituladas. Los clones
supervivientes se aislan y se subclonan siguiendo procedimientos estandar, y los clones con alta expresion, se
identifican usando procedimientos de citometria de flujo o transferencia Western con anticuerpos dirigidos frente a la
o las proteinas virales de interés.

Tipicamente, se pueden usar casetes de expresion dirigidos por ARN polimerasa |, casetes dirigidos por ARN
polimerasa Il o casetes dirigidos por ARN polimerasa del bacteriéfago T7, este ultimo preferiblemente con una ribozima
3' terminal para el procesamiento del transcrito primario para rendir el extremo correcto. En ciertas realizaciones, los
plasmidos que codifican los segmentos gendmicos de arenavirus pueden ser los mismos, es decir, la secuencia
gendmica y los factores que actian en trans pueden ser transcritos por los promotores T7, poll y polll de un plasmido.

Para recuperar el arenavirus, el vector de arenavirus trisegmentado, se prevén los siguientes procedimientos. Primer
dia: las células, tipicamente 80 % confluentes en placas de pocillos M6, se transfectan con una mezcla de los
plasmidos, como se describié anteriormente. Para esto, se puede explotar cualquiera de las estrategias usadas
comunmente, tales como fosfato de calcio, protocolos basados en liposomas o electroporacion.
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3-5 dias después: el sobrenadante cultivado (preparacion del vector de arenavirus) se recoge, se divide en partes
alicuotas y se almacena a 4 ° C, -20 ° C o0 -80 ° C, dependiendo de cuanto tiempo se debe almacenar el vector de
arenavirus antes de su uso. La titulacion infecciosa de la preparacién del vector de arenavirus se evalla mediante un
ensayo de inmunofoco. Alternativamente, las células transfectadas y el sobrenadante pueden subcultivarse en un
recipiente mas grande (p. €j., un matraz de cultivo de tejidos T75) en el dia 3-5 después de la transfeccion, y el
sobrenadante del cultivo se recoge hasta cinco dias después del subcultivo.

La presente solicitud se refiere ademas a la expresion de un ORF heter6logo y/o un gen de interés, en donde un
plasmido que codifica el segmento gendmico se modifica para incorporar un ORF heterdlogo y/o un gen de interés. El
ORF heterologo y/o el gen de interés pueden incorporarse en el plasmido usando enzimas de restriccion.

(i) Particulas de arenavirus trisegmentadas infecciosas, deficientes para la replicacion

Las particulas de arenavirus trisegmentadas infecciosas, deficientes para la replicacién pueden rescatarse como se
describié anteriormente. Sin embargo, una vez generados a partir de ADNc, los arenavirus infecciosos, deficientes
para la replicacion descritos en la presente memoria pueden propagarse en células complementarias. Las células
complementarias son células que proporcionan la funcionalidad que se ha eliminado del arenavirus deficiente para la
replicacién mediante la modificacion de su genoma (p. €j., si el ORF que codifica la proteina GP se deleciona o se
inactiva funcionalmente, una célula complementaria proporciona la proteina GP).

Debido a la eliminacién o inactivacién funcional de uno o mas de los ORF en vectores de arenavirus (aqui se tomara
como ejemplo la delecion de la glucoproteina, GP), los vectores de arenavirus pueden generarse y expandirse en
células que proporcionan en trans el o los genes virales delecionados, p. €j., la GP en el presente ejemplo. Dicha linea
celular complementaria, en lo sucesivo denominada células C, se genera transfectando una linea celular de mamifero
tal como BHK-21, HEK 293, VERO u otra (aqui se tomara BHK-21 como ejemplo) con uno o mas plasmidos para la
expresion del o de los genes virales de interés (plasmido de complementacién, denominado plasmido C). El o los
plasmidos C expresan el o los genes virales delecionados en el vector de arenavirus que se generard bajo el control
de uno 0 mas casetes de expresion adecuados para la expresion en células de mamiferos, p. €j., un promotor de
polimerasa Il de mamifero tal como el promotor CMV o EF1 alfa con una sefial de poliadenilacién. Ademas, el plasmido
de complementacion presenta un marcador de seleccion de mamiferos, p. €j., resistencia a la puromicina, bajo el
control de un casete de expresion adecuado para la expresidén génica en células de mamiferos, p. €j., el casete de
expresion de polimerasa |l como anteriormente, o el o los transcritos génicos virales estan seguidos por un sitio interno
de entrada al ribosoma, tal como el del virus de la encefalomiocarditis, seguido por el marcador de resistencia de
mamifero. Para la produccion en E. coli, el plasmido presenta adicionalmente un marcador de seleccion bacteriana,
tal como un casete de resistencia a ampicilina.

Las células que se pueden usar, p. €j., BHK-21, HEK 293, MC57G u otras, se mantienen en cultivo y se transfectan
con el o los plasmidos de complementacion utilizando cualquiera de las estrategias usadas comunmente, tales como
fosfato de calcio, protocolos basados en liposomas o electroporacion. Unos pocos dias después, se afiade el agente
de seleccién adecuado, p. ej., puromicina, en concentraciones tituladas. Los clones supervivientes se aislan y
subclonan siguiendo procedimientos estandar, y los clones de células C con alta expresion, se identifican usando
procedimientos de citometria de flujo o transferencia Western con anticuerpos dirigidos frente a la o las proteinas
virales de interés. Como una alternativa al uso de células C transfectadas de manera estable, la transfeccion transitoria
de células normales puede complementar el o los genes virales ausentes en cada uno de los pasos en los que las
células C se utilizaran a continuacion. Ademas, se puede usar un virus auxiliar para proporcionar la funcionalidad
ausente en trans.

Se pueden usar plasmidos de dos tipos: i) dos plasmidos, denominados plasmidos TF para expresar intracelularmente
en células C los factores que actian en trans minimos del arenavirus, se derivan de, p. ej., NP y proteinas L de LCMV
en el presente ejemplo; y ii) plasmidos, denominados plasmidos GS, para expresar intracelularmente en células C los
segmentos gendémicos del vector de arenavirus, p. €j., los segmentos con modificaciones disefiadas. Los plasmidos
TF expresan las proteinas NP y L del vector de arenavirus respectivo bajo el control de un casete de expresién
adecuado para la expresion de proteinas en células de mamiferos, tipicamente, p. ej., un promotor de la polimerasa Il
de mamifero tal como el promotor CMV o EF1 alfa, cualquiera de ellos preferentemente en combinaciéon con una senal
de poliadenilacién. Los plasmidos GS expresan los segmentos del genoma pequefio (S) y grande (L) del vector.
Tipicamente, se pueden usar casetes de expresion dirigidos por polimerasa | o casetes de expresion dirigidos por
ARN polimerasa de bacteriéfago T7 (T7-), este ultimo preferentemente con una ribozima 3' terminal para procesar el
transcrito primario para rendir el extremo correcto. En el caso de utilizar un sistema basado en T7, la expresion de T7
en las células C debe proporcionarse bien incluyendo en el proceso de recuperacion un plasmido de expresion
adicional, construido de forma andloga a los plasmidos TF, que proporciona T7, o las células C se construyen para
expresar adicionalmente T7 de manera estable. En ciertas realizaciones, los plasmidos TF y GS pueden ser iguales,
es decir, la secuencia del genoma y los factores que actlan en trans pueden ser transcritos por los promotores T7,
poll y polll de un plasmido.

Para la recuperacién del vector de arenavirus, se pueden usar los siguientes procedimientos. Primer dia: las células
C, tipicamente 80 % confluentes en placas de pocillos M6, se transfectan con una mezcla de los dos plasmidos TF
mas los dos plasmidos GS. En ciertas realizaciones, los plasmidos TF y GS pueden ser iguales, es decir, la secuencia
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del genomayy los factores que actuan en trans pueden ser transcritos por los promotores T7, poll y polll de un plasmido.
Para esto, se puede explotar cualquiera de las estrategias usadas comunmente, tales como fosfato de calcio,
protocolos basados en liposomas o electroporacion.

3-5 dias después: el sobrenadante del cultivo (preparacion de vectores de arenavirus) se recoge, se divide en partes
alicuotas y se almacena a 4 ° C, -20 ° C o -80 ° C, dependiendo de cuanto tiempo se debe almacenar el vector de
arenavirus antes de su uso. Luego, la titulaciéon infecciosa de la preparacién del vector de arenavirus se evalla
mediante un ensayo de inmunofoco en células C. Alternativamente, las células transfectadas y el sobrenadante
pueden subcultivarse en un recipiente mas grande (p. €j., un matraz de cultivo de tejidos T75) en el dia 3-5 después
de la transfeccion, y el sobrenadante del cultivo se recoge hasta cinco dias después del subcultivo.

La descripcién se refiere ademas a la expresion de un antigeno en un cultivo celular en donde el cultivo celular se
infecta con un arenavirus trisegmentado infeccioso, deficiente para la replicaciéon, que expresa un antigeno. Cuando
se usa para la expresion de un antigeno CMV en células cultivadas, se pueden usar los siguientes dos procedimientos:

i) El tipo de célula de interés se infecta con la preparacién del vector de arenavirus descrita en la presente memoria a
una multiplicidad de infeccién (MOI) de uno o mas, p. €j., dos, tres o cuatro, lo que resulta en la produccién del antigeno
en todas las células, ya poco después de la infeccion.

i) Alternativamente, se puede usar una MOl mas baja y se pueden seleccionar clones de células individuales por su
nivel de expresién de antigeno dirigida por virus. Posteriormente, los clones individuales pueden expandirse
infinitamente debido a la naturaleza no citolitica de los vectores de arenavirus. Independientemente de la estrategia,
el antigeno se puede recoger (y purificar) posteriormente del sobrenadante del cultivo o de las células mismas,
dependiendo de las propiedades del antigeno producido. Sin embargo, la invencion no se limita a estas dos
estrategias, y pueden considerarse otras formas de dirigir la expresion del antigeno CMV usando arenavirus
infecciosos, deficientes para la replicacién, como vectores.

4.5 Acidos nucleicos, sistemas de vectores y lineas celulares

En ciertas realizaciones, en la presente memoria se proporcionan ADNc que comprenden o consisten en el segmento
gendmico de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada como se describe en la Seccion 4.1 y la Seccién
4.2, respectivamente.

4.5.1 Marco de lectura abierto en una posicion no natural

En una realizacién, en la presente memoria se proporcionan acidos nucleicos que codifican un segmento genémico
de arenavirus como se describe en la Seccion 4.1. En ejemplos mas especificos, en la presente memoria se describe
una secuencia de nucleétidos de ADN o un conjunto de secuencias de nucleodtidos de ADN como se muestra en la
Tabla 1. Las células huésped que comprenden dichos acidos nucleicos también se proporcionan en la Seccion 4.1.

En realizaciones especificas, en la presente memoria se proporciona un ADNc del segmento genémico de arenavirus
preparado por ingenieria para portar un ORF en una posicién distinta de la posicion de tipo salvaje del ORF, en donde
el segmento gendémico de arenavirus codifica un ORF heter6logo como se describe en la Seccion 4.1.

En una realizacion, en la presente memoria se proporciona un sistema de vector de expresién de ADN que codifica el
segmento gendmico de arenavirus preparado por ingenieria para portar un ORF en una posicién distinta de la posicién
de tipo salvaje del ORF. Especificamente, en la presente memoria se describe un sistema de vector de expresién de
ADN en donde uno o mas vectores codifican dos segmentos genémicos de arenavirus, a saber, un segmento L y un
segmento S, de una particula de arenavirus descrita en la presente memoria. Dicho sistema de vectores puede
codificar (una o0 mas moléculas de ADN separadas).

En otra realizacién, en la presente memoria se proporciona un ADNc del segmento S de arenavirus que se ha
preparado por ingenieria para portar un ORF en una posicién distinta de la posicion de tipo salvaje que forma parte de
o0 esta incorporado en un sistema de expresion de ADN. En otras realizaciones, un ADNc del segmento L de arenavirus
que ha sido preparado por ingenieria para portar un ORF en una posicion distinta de la posicién de tipo salvaje forma
parte de o esta incorporado en un sistema de expresién de ADN. En ciertos ejemplos, es un ADNc del segmento
gendmico de arenavirus que ha sido preparado por ingenieria para portar (i) un ORF en una posicién distinta de la
posicion de tipo salvaje del ORF; y (ii) y el ORF que codifica GP, NP, la proteina Z o la proteina L se ha eliminado y
reemplazado con un ORF heter6logo de otro organismo que no sea un arenavirus.

En ciertas realizaciones, el ADNc proporcionado en la presente memoria puede derivarse de una cepa particular de
LCMV. Las cepas de LCMV incluyen Clon 13, cepa MP, Arm CA 1371, Arm E-250, WE, UBC, Traub, Pasteur, 810885,
CH-5692, Marseille #12, HP65-2009, 200501927, 810362, 811316, 810316, 810366, 20112714, Douglas, GRO1,
SNO5, CABN y sus derivados. En realizaciones especificas, el ADNc deriva del LCMV Clon 13. En otras realizaciones
especificas, el ADNc deriva de la cepa MP de LCMV.

En ciertas realizaciones, el vector generado para codificar una particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada como se describe en la presente memoria puede basarse en una cepa especifica de LCMV. Las cepas
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de LCMV incluyen Clon 13, cepa MP, Arm CA 1371, Arm E-250, WE, UBC, Traub, Pasteur, 810885, CH-5692,
Marseille #12, HP65-2009, 200501927, 810362, 811316, 810316, 810366, 20112714, Douglas, GR01, SN05, CABN
y sus derivados. En ciertas realizaciones, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada
como se describe en la presente memoria puede basarse en el Clon 13 de LCMV. En otras realizaciones, el vector
generado para codificar una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada como se describe en
la presente memoria es la cepa MP de LCMV. La secuencia del segmento S del Clon 13 de LCMV se enumera como
SEQ ID NO: 2. En ciertas realizaciones, la secuencia del segmento S del Clon 13 de LCMV es la secuencia mostrada
enla SEQID NO: 1. La secuencia del segmento L del Clon 13 de LCMV se enumera como SEQ ID NO: 5. La secuencia
del segmento S de la cepa MP de LCMV se enumera como SEQ ID NO: 53. La secuencia del segmento L de la cepa
MP de LCMV se enumera como SEQ ID NO: 4.

En otra realizacién, en la presente memoria se proporciona una célula, en la que la célula comprende un ADNc o un
sistema de vector descrito anteriormente en esta seccion. Las lineas celulares derivadas de tales células, los cultivos
que comprenden tales células, los métodos de cultivo de tales células infectadas también se proporcionan en la
presente memoria. En ciertas realizaciones, en la presente memoria se proporciona una célula, en la que la célula
comprende un ADNc del segmento gendmico de arenavirus que se ha preparado por ingenieria para portar un ORF
en una posicion distinta de la posicion de tipo salvaje del ORF. En algunas realizaciones, la célula comprende el
segmento S y/o el segmento L.

4.5.2 Particula de arenavirus trisegmentada

En una realizacion, en la presente memoria se proporcionan acidos nucleicos que codifican una particula de arenavirus
trisegmentada como se describe en la Seccion 4.2. En realizaciones mas especificas, en la presente memoria se
proporciona una secuencia de nucleétidos de ADN o un conjunto de secuencias de nucleotidos de ADN, por ejemplo,
como se muestra en la Tabla 2 o la Tabla 3. Las células huésped que comprenden dichos acidos nucleicos también
se proporcionan en la Seccion 4.2.

En realizaciones especificas, en la presente memoria se proporciona un ADNc que consiste en un ADNc de la particula
de arenavirus trisegmentada que se ha preparado por ingenieria para portar un ORF en una posicion distinta de la
posicion de tipo salvaje del ORF. En otras realizaciones, es un ADNc de la particula de arenavirus trisegmentada que
se ha preparado por ingenieria para (i) portar un ORF de arenavirus en una posicion distinta de la posicién de tipo
salvaje del ORF; y (ii) en donde la particula de arenavirus trisegmentada codifica un ORF heterélogo como se describe
en la Seccion 4.2.

En una realizacién, en la presente memoria se proporciona un sistema de vector de expresion de ADN que codifica
conjuntamente la particula de arenavirus trisegmentada como se describe en la presente memoria. Especificamente,
en la presente memoria se proporciona un sistema de vector de expresién de ADN en donde uno o méas vectores
codifican tres segmentos gendmicos de arenavirus, a saber, un segmento L y dos segmentos S o0 dos segmentos L y
un segmento S de una particula de arenavirus trisegmentada descrita en la presente memoria. Dicho sistema de vector
puede codificar (una o mas moléculas de ADN separadas).

En otra realizacién, en la presente memoria se proporciona un ADNc de o de los segmentos S de arenavirus que se
ha preparado por ingenieria para portar un ORF en una posicién distinta de la posicion de tipo salvaje, y forma parte
de o estd incorporado en un sistema de expresion de ADN. En otras realizaciones, un ADNc del o de los segmentos
L de arenavirus que se preparado por ingenieria para portar un ORF en una posicion distinta de la posicion de tipo
salvaje forma parte de o esta incorporado en un sistema de expresién de ADN. En ciertos ejemplos, es un ADNc de
la particula de arenavirus trisegmentada que ha sido preparado por ingenieria para portar (i) un ORF en una posicion
distinta de la posicién de tipo salvaje del ORF; y (ii) un ORF que codifica GP, NP, la proteina Z o la proteina L se ha
eliminado y reemplazado con un ORF heter6logo de otro organismo que no sea un arenavirus.

En ciertas realizaciones, el ADNc proporcionado en la presente memoria puede derivarse de una cepa particular de
LCMV. Las cepas de LCMV incluyen Clon 13, cepa MP, Arm CA 1371, Arm E-250, WE, UBC, Traub, Pasteur, 810885,
CH-5692, Marseille #12, HP65-2009, 200501927, 810362, 811316, 810316, 810366, 20112714, Douglas, GRO1,
SNO05, CABN vy sus derivados. En realizaciones especificas, el ADNc se deriva del Clon 13 de LCMV. En otras
realizaciones especificas, el ADNc se deriva de la cepa MP de LCMV.

En ciertas realizaciones, el vector generado para codificar una particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada como se describe en la presente memoria puede basarse en una cepa especifica de LCMV. Las cepas
de LCMV incluyen Clon 13, cepa MP, Arm CA 1371, Arm E-250, WE, UBC, Traub, Pasteur, 810885, CH-5692,
Marseille #12, HP65-2009, 200501927, 810362, 811316, 810316, 810366, 20112714, Douglas, GR01, SN05, CABN
y sus derivados. En ciertas realizaciones, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada
como se describe en la presente memoria puede basarse en el Clon 13 de LCMV. En otras realizaciones, el vector
generado para codificar una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada como se describe en
la presente memoria es la cepa MP de LCMV. La secuencia del segmento S del Clon 13 de LCMV se enumera como
SEQ ID NO: 2. En ciertas realizaciones, la secuencia del segmento S del Clon 13 de LCMV es la secuencia mostrada
enla SEQID NO: 1. La secuencia del segmento L del Clon 13 de LCMV se enumera como SEQ ID NO: 5. La secuencia
del segmento S de la cepa MP de LCMV se enumera como SEQ ID NO: 53. La secuencia del segmento L de la cepa
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MP de LCMV se enumera como SEQ ID NO: 4.

En otra realizacién, en la presente memoria se proporciona una célula, en la que la célula comprende un ADNc o un
sistema de vector descrito anteriormente en esta seccion. Las lineas celulares derivadas de tales células, los cultivos
que comprenden tales células, los métodos de cultivo de tales células infectadas también se proporcionan en la
presente memoria. En ciertas realizaciones, en la presente memoria se proporciona una célula, en la que la célula
comprende un ADNc de la particula de arenavirus trisegmentada. En algunas realizaciones, la célula comprende el
segmento S y/o el segmento L.

4.6 Métodos de uso

Las vacunas han tenido éxito para prevenir y/o tratar enfermedades infecciosas, tales como las del virus de la polio y
el sarampion. Sin embargo, la inmunizacion terapéutica en el contexto de una enfermedad cronica establecida, que
incluye tanto infecciones créonicas como cancer, ha tenido menos éxito. La capacidad de generar una particula de
arenavirus y/o una particula de arenavirus trisegmentada representa una nueva estrategia de vacuna novedosa.

En una realizacion, los métodos para tratar una infeccién y/o cancer en un sujeto comprenden administrar al sujeto
uno o mas tipos de particulas de arenavirus o particulas de arenavirus trisegmentadas, como se describe en la
presente memoria 0 una composicion de las mismas. En una realizacién especifica, un método para tratar una
infeccion y/o cancer descrito en la presente memoria comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad
efectiva de una o mas particulas de arenavirus o particulas de arenavirus trisegmentadas, descritas en la presente
memoria 0 una composicion de las mismas. El sujeto puede ser un mamifero, tal como, pero no limitado a, un ser
humano, un raton, una rata, un conejillo de indias, un animal domesticado, tal como, pero no limitado a, una vaca, un
caballo, una oveja, un cerdo, una cabra, un gato, un perro, un hamster, un burro. En una realizaciéon especifica, el
sujeto es un ser humano. El sujeto humano podria ser hombre, mujer, adultos, nifios, personas mayores (65 afnos o
mas) y personas con multiples enfermedades (es decir, un sujeto polimérbido). En ciertas realizaciones, los sujetos
son aquellos cuya enfermedad ha progresado después del tratamiento con quimioterapia, radioterapia, cirugia y/o
agentes bioldgicos.

En otra realizacion, los métodos para inducir una respuesta inmune frente a un antigeno derivado de un organismo
infeccioso, tumor o alérgeno en un sujeto comprenden administrar al sujeto una particula de arenavirus o una particula
de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, tumor o alergeno o una
composicion del mismo.

En otra realizacién, los sujetos a quienes se administra una particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, tumor o alergeno descrito en la presente
memoria 0 una composicion de la misma, son susceptibles o estan en riesgo de sufrir un infeccion, desarrollo de
cancer o alergia, o exhiben una lesién de tejido precancerosa. En otra realizacion especifica, los sujetos a los que se
administra una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado
de un organismo infeccioso, tumor o alergeno descrito en la presente memoria 0 una composicion de la misma estan
infectados con, son susceptibles de, estan en riesgo de, o han sido diagnosticados con, una infeccion, cancer, lesion
de tejido precancerosa o alergia.

En otra realizacién, los sujetos a los que se administra una particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, tumor o alergeno descrito en la presente
memoria 0 una composicion de la misma, padecen, son susceptibles de o estan en riesgo de, una infeccién, un cancer,
una lesién precancerosa o una alergia en el sistema pulmonar, el sistema nervioso central, el sistema linfatico, el
sistema gastrointestinal o el sistema circulatorio, entre otros. En una realizacién especifica, los sujetos a los que se
administra una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado
de un organismo infeccioso, tumor o alergeno descrito en la presente memoria 0 una composicién de la misma
padecen, son susceptibles a o estan en riesgo de, una infeccion, un cancer o una alergia en uno o mas érganos del
cuerpo, incluidos, pero no limitado a, el cerebro, el higado, los pulmones, los ojos, los oidos, los intestinos, el eséfago,
el Utero, la nasofaringe o las glandulas salivares.

En otra realizacién, los sujetos a los que se administra una particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno descrito en la
presente memoria 0 una composicion de la misma a un sujeto que padece sintomas que incluyen, pero no se limitan
a, fiebre, sudores nocturnos, cansancio, malestar, inquietud, dolor de garganta, glandulas inflamadas, dolor en las
articulaciones, dolor muscular, pérdida de apetito, pérdida de peso, diarrea, Ulceras gastrointestinales, sangrado
gastrointestinal, dificultad para respirar, neumonia, Ulceras bucales, problemas de vision, hepatitis, ictericia, encefalitis,
convulsiones, coma, prurito, eritema, hiperpigmentacion, cambios en los ganglios linfaticos o pérdida auditiva.

En otra realizacién, un arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de
un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno como se describe en la presente memoria o una composicion de la
misma se administra a un sujeto de cualquier grupo de edad que padece, es susceptible a, o esta en riesgo de, contraer
una infeccién, un cancer o una alergia. En una realizacion especifica, una particula de arenavirus o una particula de
arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno
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como se describe en la presente memoria o una composicién de la misma se administra a un sujeto con un sistema
inmune comprometido, una embarazada, un sujeto sometido a un trasplante de érgano o médula 6sea, un sujeto que
toma medicamentos inmunosupresores, un sujeto sometido a hemodialisis, un sujeto que tiene cancer o un sujeto que
padece, es susceptible a o esta en riesgo de contraer una infeccién, un cancer o una alergia. En una realizacién mas
especifica, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado
de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno como se describe en la presente memoria o0 una composicién de
la misma se administra a un sujeto que es un nifo de 0, 1, 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14, 15,16 0 17 afios de
edad que padece, es susceptible a o estd en riesgo de contraer, una infecciéon, un cancer o una alergia. En otra
realizacién especifica mas, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un
antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno descrito en la presente memoria o una
composicion de la misma se administra a un sujeto que padece, es susceptible a o esta en riesgo de contraer una
infeccion, cancer o una alergia. En otra realizacién especifica mas, una particula de arenavirus o una particula de
arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno
descrito en la presente memoria o una composicién de la misma se administra a un sujeto que es un bebé de 0, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11 0 12 meses de edad que padece, es susceptible a o esta en riesgo de, contraer una infeccién,
cancer o alergia. En otra realizacion especifica mas, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno descrito en la
presente memoria 0 una composicion de la misma se administra a un sujeto anciano que padece, es susceptible a, o
esta en riesgo de, contraer una infeccién, cancer o una alergia. En una realizacion mas especifica, una particula de
arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso,
un cancer o un alérgeno descrito en la presente memoria o una composicion de la misma se administra a un sujeto
que es un sujeto mayor de 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89 0 90 anos de edad.

En otra realizacion, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno
derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno descrito en la presente memoria 0 una composicion de
la misma se administra a sujetos con un mayor riesgo de infeccion diseminada, un cancer o una alergia. En una
realizacién especifica, la particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno
derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno descrito en la presente memoria o una composiciéon de
la misma se administra a sujetos en el periodo neonatal con un sistema inmune neonatal y, por lo tanto, inmaduro.

En otra realizacion, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno
derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno como se describe en la presente memoria o una
composicién de la misma se administra a un sujeto que tiene una infeccion latente, cancer o alergia. En una realizacion
especifica, una particula de arenavirus o un arenavirus trisegmentado que expresa un antigeno derivado de un
organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno descrito en la presente memoria 0 una composicién de la misma se
administra a un sujeto que tiene una infeccién latente, un cancer latente o una alergia latente que puede reactivarse
al comprometer el sistema inmunitario. Por lo tanto, en la presente memoria se proporciona un método para prevenir
la reactivacion de una infeccién, un cancer o una alergia.

En otra realizacion, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno
derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno como se describe en la presente memoria o una
composiciéon de la misma se administra a un sujeto que tiene una infeccién recurrente, un cancer o un alergia.

En otra realizacion, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno
derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno como se describe en la presente memoria o una
composicion de la misma se administra a un sujeto con una predisposicion genética para una infeccién, un cancer o
alergia. En otra realizacién, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un
antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno como se describe en la presente memoria o
una composicion de la misma se administra a un sujeto. En otra realizacién, una particula de arenavirus o una particula
de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno
se administra a un sujeto con factores de riesgo. Los factores de riesgo ejemplares incluyen envejecimiento, tabaco,
exposicion al sol, exposicién a la radiacion, exposicién quimica, antecedentes familiares, alcohol, mala alimentacién,
falta de actividad fisica o sobrepeso.

En otra realizacion, la administracién de una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que
expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno reduce una infeccion sintomatica,
cancer o alergia. En otra realizacion, la administracién de una particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno reduce una
infeccion asintomatica, cancer o alergia.

En otra realizacion, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno
derivado de un organismo infeccioso descrito en la presente memoria 0 una composicion de la misma se administra a
sujetos 0 animales infectados con una o mas cepas de virus de la gripe, virus de la enfermedad de la bolsa infecciosa,
rotavirus, virus de la bronquitis infecciosa, virus de la laringotraqueitis infecciosa, virus de la anemia del pollo, virus de
la enfermedad de Marek, virus de la leucosis aviar, adenovirus aviar o neumovirus aviar, virus causante del SARS,
virus sincitial respiratorio humano, virus de la inmunodeficiencia humana, virus de la hepatitis A, virus de la hepatitis
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B, virus de la hepatitis C, poliovirus, virus de la rabia, virus Hendra, virus Nipah, virus de la parainfluenza humana 3,
virus del sarampion, virus de las paperas, virus del Ebola, virus de Marburg, virus de la enfermedad del Nilo Occidental,
virus de la encefalitis japonesa, virus del dengue, hantavirus, virus de la fiebre del Valle del Rift, virus de la fiebre de
Lassa, virus del herpes simple y virus de la fiebre amarilla.

En otra realizacion, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno
derivado de un cancer descrito en la presente memoria 0 una composicion de la misma se administra a sujetos que
padecen uno o mas tipos de canceres. En otras realizaciones, cualquier tipo de cancer susceptible de tratamiento con
las vacunas descritas en la presente memoria podria ser un objetivo. En una realizacion méas especifica, una particula
de arenavirus 0 una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un cancer descrito
en la presente memoria o una composicion de la misma se administra a sujetos que padecen, por ejemplo, melanoma,
carcinoma de prostata, carcinoma de mama, carcinoma de pulmén, neuroblastoma, carcinoma hepatocelular,
carcinoma de cuello uterino y carcinoma de estémago, linfoma de Burkitt; linfoma no de Hodgkin; linfoma de Hodgkin;
carcinoma nasofaringeo (cancer de la parte superior de la garganta detras de la nariz), leucemia, linfoma de tejido
linfoide asociado a la mucosa.

En otra realizacion, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno
derivado de un alergeno descrito en la presente memoria 0 una composicion de la misma se administra a sujetos que
padecen una o mas alergias. En una realizacién mas especifica, una particula de arenavirus o una particula de
arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un alergeno descrito en la presente memoria o una
composicion de la misma se administra a sujetos que padecen, por ejemplo, una alergia estacional, una alergia
perenne, rinoconjuntivitis, asma, eczema, una alergia alimentaria.

En otra realizacion, la administracién de una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que
expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno como se describe en la presente
memoria 0 una composicién de la misma a sujetos que confiere inmunidad mediada por células (CMI) frente a una
infeccion, un cancer o un alergeno. Sin estar limitado por la teoria, en otra realizacién, una particula de arenavirus o
una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer,
un alergeno como se describe en la presente memoria 0 una composicion de la misma infecta y expresa antigenos de
interés en las células presentadoras de antigenos (APC) del huésped (p. €j., macréfagos, células dendriticas o células
B) para la presentacion directa de antigenos en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | y Il. En otra
realizacién, la administracién de una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa
un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer, un alergeno como se describe en la presente memoria
0 una composicién de la misma a sujetos induce respuestas de células T CD4+ y CD8+ citoliticas plurifuncionales, asi
como especificas de CMV que coproducen IFN-y y TNF-a de gran magnitud para tratar o prevenir una infeccion, un
cancer o una alergia.

En otra realizacion, la administracién de una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que
expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno o una composicion de la misma
reduce el riesgo de que un individuo desarrolle una infeccién, un cancer o una alergia. en al menos aproximadamente
un 10 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos aproximadamente un 25 %, al menos aproximadamente un
30 %, al menos aproximadamente un 35 %, al menos aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un
50 %, al menos aproximadamente un 60 %, a al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un
80 %, al menos aproximadamente un 90 % 0 mas, en comparacion con el riesgo de desarrollar una infeccion, un
cancer o una alergia en ausencia de dicho tratamiento.

En otra realizacion, la administracién de una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que
expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno o una composicion de la misma
reduce los sintomas de una infeccién, un cancer o una alergia al menos aproximadamente un 10 %, al menos
aproximadamente un 20 %, al menos aproximadamente un 25 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos
aproximadamente un 35 %, al menos aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos
aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos
aproximadamente un 90 % o mas, en comparacién con la manifestaciéon de los sintomas de una infeccioén, un cancer,
una alergia en ausencia de dicho tratamiento.

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno
derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno se administra preferiblemente en inyecciones multiples
(p- ej.,almenos 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 40, 45 o 50 inyecciones) o por infusion continua (p.
ej., usando una bomba) en mdltiples sitios (p. €j., al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 o 14 sitios). En ciertas
realizaciones, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado
de un organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno se administra en dos 0 mas inyecciones separadas durante un
periodo de 6 meses, un periodo de 12 meses, un periodo de 24 meses, o un periodo de 48 meses. En ciertas
realizaciones, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado
de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno se administra con una primera dosis en una fecha elegida, una
segunda dosis al menos 2 meses después de la primera dosis, y una tercera dosis 6 meses después de la primera
dosis.
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En un ejemplo, las inyecciones cutaneas se realizan en multiples sitios del cuerpo para reducir el alcance de las
reacciones cutaneas locales. En un dia de vacunacion dado, el paciente recibe la dosis total asignada de células
administrada de una jeringa en 3 a 5 inyecciones intradérmicas separadas de la dosis (p. €j., al menos 0,4 ml, 0,2 ml
0 0,1 ml) cada una en una extremidad espaciada al menos aproximadamente 5 cm (p. €j., al menos 4,5,5,6,7,8,90
cm) en la entrada de la aguja desde la inyeccién vecina méas cercana. En los dias de vacunacion posteriores, los sitios
de inyeccion se rotan a diferentes extremidades en sentido horario o antihorario.

En otra realizacién, la administracion de un arenavirus infeccioso, deficiente para la replicacién, que expresa un
antigeno CMV o una composicién del mismo en sujetos con un sistema neonatal y por lo tanto inmaduro induce una
respuesta inmune mediada por células (CMI) frente a una infeccion, un cancer o una alergia, superior en al menos
aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos aproximadamente un 25 %, al menos
aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 35 %, al menos aproximadamente un 40 %, al menos
aproximadamente un 50 %, al menos aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos
aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 90 % o mas, de la respuesta de CMI frente a una infeccién,
un cancer o una alergia en ausencia de dicho tratamiento.

En ciertas realizaciones, la administracién a un sujeto de una particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno, como se
describe en la presente memoria, induce una titulacion de anticuerpo detectable durante un minimo de al menos cuatro
semanas. En otra realizacion, la administracion a un sujeto de una particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno, como se
describe en la presente memoria, aumenta la titulacion de anticuerpos en al menos un 100 %, al menos un 200 %, al
menos un 300 %, al menos un 400 %, al menos un 500 % o al menos un 1.000%.

En ciertas realizaciones, la exposicién primaria al antigeno incita una titulacién de anticuerpos funcional (neutralizante)
y minima de al menos un 50 %, al menos un 100 %, al menos un 200 %, al menos un 300 %, al menos un 400 %, al
menos un 500 %, o al menos un 1.000 % del suero de control medio de sujetos humanos inmunes a la infeccion. En
realizaciones mas especificas, la media geométrica de la titulacion de anticuerpos primarios neutralizantes aumenta
hasta un valor maximo de al menos 1:50, al menos 1:100, al menos 1:200 o al menos 1:1.000 dentro de al menos 4
semanas después de inmunizacion. En otra realizacién, la inmunizacién con una particula de arenavirus o una
particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o una
alergia, como se describe en la presente memoria, produce titulaciones elevadas de anticuerpos que duran al menos
4 semanas, al menos 8 semanas, al menos 12 semanas, al menos 6 meses, al menos 12 meses, al menos 2 anos, al
menos 3 afos, al menos 4 afios o al menos 5 afios después de la inmunizacién después de una sola administracion
de la vacuna, o después de dos 0 mas inmunizaciones secuenciales.

En otra realizacion mas, la exposicion secundaria al antigeno aumenta la titulacion de anticuerpos en al menos un
100 %, al menos un 200 %, al menos un 300 %, al menos un 400 %, al menos un 500 % o al menos un 1.000 %. En
otra realizacién, la exposicion secundaria al antigeno incita una titulacién de anticuerpos funcionales (neutralizantes)
y minima de al menos un 50 %, al menos un 100 %, al menos un 200 %, al menos un 300 %, al menos un 400 %, al
menos un 500 %, o al menos un 1.000 % del suero de control medio de sujetos humanos inmunes a la infeccion. En
realizaciones mas especificas, la media geométrica de la titulacion de anticuerpos secundarios neutralizantes aumenta
hasta un valor maximo de al menos 1:50, al menos 1:100, al menos 1:200 o al menos 1:1.000 dentro de al menos 4
semanas después de inmunizacién. En otra realizacion, una segunda inmunizacién con una particula de arenavirus o
una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer
o una alergia, como se describe en la presente memoria, produce altos titulaciones altas de anticuerpos que duran al
menos 4 semanas, al menos 8 semanas, al menos 12 semanas, al menos 6 meses, al menos 12 meses, al menos 2
anos, al menos 3 afos, al menos 4 anos o al menos 5 afios después de la inmunizacion.

En otra realizacion mas, una tercera inmunizacion de refuerzo aumenta la titulaciéon de anticuerpos en al menos un
100 %, al menos un 200 %, al menos un 300 %, al menos un 400 %, al menos un 500 % o al menos un 1.000 %. En
otra realizacion, la inmunizacién de refuerzo incita una titulacién de anticuerpos funcionales (neutralizantes) y minima
de al menos un 50 %, al menos un 100 %, al menos un 200 %, al menos un 300 %, al menos un 400 %, al menos un
500 %, o al menos un 1.000 % del suero control medio de sujetos humanos inmunes a la infeccién. En realizaciones
mas especificas, la tercera inmunizacién de refuerzo incita una titulacién de anticuerpos funcionales (neutralizantes)
y minima de al menos un 50 %, al menos un 100 %, al menos un 200 %, al menos un 300 %, al menos un 400 %, al
menos un 500 %, o al menos un 1.000 % del suero control medio de sujetos humanos inmunes a la infeccién. En otra
realizacién, una tercera inmunizacién de refuerzo prolonga la titulacion de anticuerpos en al menos 4 semanas, al
menos 8 semanas, al menos 12 semanas, al menos 6 meses, al menos 12 meses, al menos 2 afnos, al menos 3 anos,
al menos 4 afos, o al menos 5 afios después de la inmunizacién

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un
antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o una alergia, incita una respuesta independiente de células
T o dependiente de células T. En otras realizaciones, la particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o una alergia, incita una
respuesta de células T. En otras realizaciones, una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada
que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o una alergia, como se describe en la
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presente memoria, incita una respuesta T auxiliar. En otra realizacién, la particula de arenavirus o una particula de
arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o una alergia,
como se describe en la presente memoria, incita una respuesta orientada a Th1 o una respuesta orientada a Th2.

En realizaciones mas especificas, la respuesta orientada a Th1 esta indicada por un predominio de anticuerpos IgG1
frente a IgG2. En otras realizaciones, la proporcién de 1IgG1:1gG2 es mayor de 1:1, mayor de 2:1, mayor de 3:1 o mayor
de 4:1. En otra realizacion, la particula de arenavirus infecciosa o una arena de arenavirus trisegmentada que expresa
un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o una alergia, como se describe en la presente memoria,
se indica mediante un predominio de anticuerpos IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4, IgM, IgA, IgD o IgE.

En algunas realizaciones, el arenavirus infeccioso, deficiente para la replicaciéon, que expresa un antigeno CMV o un
fragmento del mismo incita una respuesta de células T CD8+. En otra realizacién, la particula de arenavirus o una
particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o una
alergia incita respuestas tanto de células T CD4+ como CD8+, en combinacién o no con anticuerpos.

En ciertas realizaciones, la particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un
antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o una alergia, como se describe en la presente memoria,
incita titulaciones altas de anticuerpos neutralizantes. En otra realizacion, la particula de arenavirus o una particula de
arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o una alergia,
como se describe en la presente memoria, incita titulaciones més altas de anticuerpos neutralizantes que la expresion
de los componentes del complejo proteico individualmente.

En otra realizacién, la particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa uno, dos, tres,
cuatro, cinco o mas antigenos derivados de un organismo infeccioso, un cancer o una alergia incita titulaciones mas
altas de anticuerpos neutralizantes que una particula de arenavirus. o una particula de arenavirus trisegmentada que
expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno.

En ciertas realizaciones, los métodos comprenden ademas la coadministracién de la particula de arenavirus o particula
de arenavirus trisegmentada y al menos una terapia adicional. En ciertas realizaciones, la coadministracion es
simultanea. En otra realizacién, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada se administra
antes de la administracion de la terapia adicional. En otras realizaciones, la particula de arenavirus o la particula de
arenavirus trisegmentada se administra después de la administracién de la terapia adicional. En ciertas realizaciones,
la administracion de la particula de arenavirus o particula de arenavirus trisegmentada y la terapia adicional es
aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas,
aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas,
aproximadamente 9 horas, aproximadamente 10 horas, aproximadamente 11 horas o aproximadamente 12 horas. En
ciertas realizaciones, el intervalo entre la administracion de la particula de arenavirus o la particula de arenavirus
trisegmentada y dicha terapia adicional es aproximadamente 1 dia, 1 semana, aproximadamente 2 semanas,
aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 5 semanas, aproximadamente 6
semanas, aproximadamente 7 semanas, aproximadamente 8 semanas, aproximadamente 9 semanas,
aproximadamente 10 semanas, aproximadamente 11 semanas, aproximadamente 12 semanas. En ciertas
realizaciones, el intervalo entre la administracién de la particula de arenavirus o la particula de arenavirus
trisegmentada y la terapia adicional es de aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3
meses, aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses o aproximadamente 6 meses.

En ciertas realizaciones, la administracion de una particula de arenavirus que expresa un antigeno derivado de un
organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno o una composicion de la misma reduce el nimero de anticuerpos
detectados en una muestra de sangre o muestra de suero del paciente. En ciertas realizaciones, la administracién de
una particula de arenavirus que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alergeno o
composicién de la misma reduce la cantidad de organismo infeccioso, cancer o alergia detectada en orina, saliva,
sangre, lagrimas, semen, muestra celular exfoliada o leche materna.

En otra realizacion, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno
derivado de un organismo de infeccién, un cancer o un alérgeno como se describe en la presente memoria o una
composicién puede comprender ademas una proteina informadora. En una realizacién mas especifica, la particula de
arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo de
infeccion, un cancer o un alergeno y una proteina informadora como se describe en la presente memoria o0 una
composicion se administra a sujetos para tratar y/o prevenir una infeccién, un cancer o una alergia. En otra realizacién
especifica mas, la proteina informadora puede usarse para monitorizar la expresion génica, la localizacion de proteinas
y la administracion de vacunas, in vivo, in sifu'y en tiempo real.

En otra realizacion, la particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno
derivado de un organismo de infeccién, un cancer o un alérgeno como se describe en la presente memoria o una
composicién puede comprender ademds una proteina fluorescente. En una realizacion mas especifica, la particula de
arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno derivado de un organismo de
infeccion, un cancer, o un alergeno y una proteina informadora como se describe en la presente memoria 0 una
composicion se administra a sujetos para tratar y/o prevenir una infeccién, un cancer o una alergia. En otra realizacién
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especifica mas, la proteina fluorescente puede ser la proteina informadora que se puede usar para monitorizar la
expresion génica, la localizacién de proteinas y la administracion de vacunas, in vivo, in situ'y en tiempo real.

Los cambios en la funcién de la respuesta de CMI frente a una infeccién, un cancer o una alergia inducida por la
administracion de una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada que expresa un antigeno
derivado de un organismo infeccioso, un cancer, un alergeno o una composicién de la misma en sujetos pueden
medirse mediante cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica, que incluye, pero no se limita a citometria
de flujo (véase, p. €j., Perfetto S.P. et al., 2004, Nat Rev Immun., 4 (8): 648-55), ensayos de proliferacion de linfocitos
(véase, p. €j., Bonilla F.A. et al., 2008, Ann Allergy Asthma Immunol, 101: 101-4; y Hicks M.J. et al., 1983, Am J Clin
Pathol., 80: 159-63), ensayos para medir la activacion de linfocitos, incluida la determinacién de cambios en la
expresion de marcadores de superficie después de la activacion de la medicion de citoquinas de linfocitos T (véase,
p. €j., Caruso A. et al., Cytometry. 1997; 27: 71-6), ensayos ELISPOT (véase, p. €j., Czerkinsky C.C. et al., 1983, J
Immunol Methods, 65: 109-121; y Hutchings P.R. et al., 1989, J Inmunol Methods, 120: 1-8) o ensayos de citotoxicidad
de células asesinas naturales (véase, p. €j., Bonilla F.A. et al., 2006, Ann Allergy Asthma Immunol., 94 (5 Supl 1): S1-
63).

El tratamiento exitoso de un paciente con cancer se puede evaluar como la prolongacion de la supervivencia esperada,
la induccion de una respuesta inmune antitumoral o la mejora de una caracteristica particular de un cancer. Los
ejemplos de caracteristicas de un cancer que podrian mejorarse incluyen el tamafo del tumor (p. ej., TO, Tes o T1-
4), estado de metastasis (p. ej., MO, M1), nimero de tumores observables, afectacion ganglionar (p. ej., NO, N1-4, Nx),
grado (es decir, grados 1, 2, 3 0 4), estadio (p. €j., 0, I, I, lll o IV), presencia o concentracion de ciertos marcadores
en las células o en los fluidos corporales (p. ej., AFP, B2M, beta-HCG, BTA, CA 15-3, CA 27.29, CA 125, CA 72.4, CA
19-9, calcitonina, CEA, cromgrainina A, EGFR, receptores hormonales, HER2, HCG, inmunoglobulinas, NSE, NMP22,
PSA, PAP, PSMA, S-100, TA-90 y tiroglobulina), y/o patologias asociadas (p. €j., ascitis o edema) o sintomas (p. €j.,
caquexia, fiebre, anorexia o dolor). La mejora, si se puede medir por porcentaje, puede ser de al menos un 5, 10, 15,
20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80 0 90 % (p. €j., supervivencia, o volumen o dimensiones lineales de un tumor).

En otra realizacion, en la presente memoria se describe un método de uso con una particula de arenavirus (p. €j.,
LCMV) que expresa un antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer o un alérgeno como se describe en
la presente memoria en donde el al menos uno de los ORF que codifica GP, NP, la proteina Z y la proteina L se
sustituye con una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de nucleétidos infecciosa que codifica un
antigeno derivado de un organismo infeccioso, un cancer, un alergeno o un fragmento antigénico del mismo.

4.7 Composiciones, administracién y dosificacion

La presente solicitud se refiere ademas a vacunas, composiciones inmunogénicas (p. €j., formulaciones de vacunas)
y composiciones farmacéuticas que comprenden una particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada como se describe en la presente memoria. Dichas vacunas, composiciones inmunogénicas y
composiciones farmacéuticas pueden formularse de acuerdo con procedimientos estandar en la técnica.

Sera evidente para un experto en las técnicas relevantes que las modificaciones y adaptaciones adecuadas a los
métodos y aplicaciones descritos en la presente memoria pueden ser obvias y pueden realizarse sin apartarse del
alcance del alcance o de cualquier realizacién del mismo.

En otra realizacién, en la presente memoria se proporcionan composiciones que comprenden una particula de
arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada descrita en la presente memoria. Dichas composiciones
pueden usarse en métodos de tratamiento y prevencion de enfermedades. En una realizaciéon especifica, las
composiciones descritas en la presente memoria se usan en el tratamiento de sujetos infectados con, o susceptibles
a, una infeccidén. En otras realizaciones, las composiciones descritas en la presente memoria se usan en el tratamiento
de sujetos susceptibles a, 0 que presentan sintomas caracteristicos de, cancer o tumorigénesis o se les ha
diagnosticado céancer. En otra realizacion especifica, las composiciones inmunogénicas proporcionadas en la presente
memoria pueden usarse para inducir una respuesta inmune en un huésped al que se administra la composicion. Las
composiciones inmunogénicas descritas en la presente memoria pueden usarse como vacunas y, en consecuencia,
pueden formularse como composiciones farmacéuticas. En una realizacion especifica, las composiciones
inmunogénicas descritas en la presente memoria se usan en la prevencién de infeccion o cancer de sujetos (p. €j.,
sujetos humanos). En otras realizaciones, la vacuna, la composiciéon inmunogénica o la composicion farmacéutica son
adecuadas para la administracion veterinaria y/o humana.

En ciertas realizaciones, en la presente memoria se proporcionan composiciones inmunogénicas que comprenden un
vector de arenavirus como se describe en la presente memoria. En ciertas realizaciones, dicha composicion
inmunogénica comprende ademdas un excipiente farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, dicha
composicién inmunogénica comprende ademads un adyuvante. El adyuvante para administracion en combinacion con
una composicién descrita en la presente memoria puede administrarse antes de, concomitantemente con o después
de, la administracién de dicha composicién. En algunas realizaciones, el término "adyuvante" se refiere a un
compuesto que cuando se administra junto con o como parte de una composicion descrita en la presente memoria
aumenta, potencia y/o refuerza la respuesta inmune frente a una particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada y, lo mas importante, los productos genéticos que vectoriza, pero cuando el compuesto se administra
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solo no genera una respuesta inmune frente a la particula de arenavirus o particula de arenavirus trisegmentada y los
productos génicos vectorizados por este ultimo. En algunas realizaciones, el adyuvante genera una respuesta inmune
frente a la particula de arenavirus o particula de arenavirus trisegmentada y frente a los productos génicos vectorizados
por esta ultima y no produce una alergia u otra reacciéon adversa. Los adyuvantes pueden potenciar una respuesta
inmune mediante varios mecanismos que incluyen, p. ej., reclutamiento de linfocitos, estimulacién de células B y/o T,
y estimulacion de macréfagos o células dendriticas. Cuando una vacuna o composicién inmunogénica de la invencién
comprende adyuvantes o se administra junto con uno 0 mas adyuvantes, los adyuvantes que se pueden usar incluyen,
pero no se limitan a, adyuvantes de sal mineral o adyuvantes de gel de sal mineral, adyuvantes particulados,
adyuvantes microparticulados, adyuvantes mucosales y adyuvantes inmunoestimuladores. Los ejemplos de
adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, sales de aluminio (alumbre) (tales como hidroxido de aluminio, fosfato de
aluminio y sulfato de aluminio), monofosforil lipido A (MPL) 3 De-O-acilado (véase GB 2220211), MF59 (Novartis),
ASO03 (GlaxoSmithKline), AS04 (GlaxoSmithKline), polisorbato 80 (Tween 80; ICL Americas, Inc.), compuestos de
imidazopiridina (véase la Solicitud Internacional No. PCT/US2007/064857, publicada como Publicacién Internacional
No. WO2007/109812), compuestos de imidazoquinoxalina (véase la Solicitud internacional no. PCT/US2007/064858,
publicada como Publicacién Internacional No. WO2007/109813) y saponinas, tales como QS21 (véase Kensil et al.,
1995, en Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach (eds. Powell y Newman, Plenum Press, NY); Pat. de
EE. UU. No. 5.057.540). En algunas realizaciones, el adyuvante es el adyuvante de Freund (completo o incompleto).
Otros adyuvantes son las emulsiones de aceite en agua (tales como el escualeno o el aceite de cacahuete),
opcionalmente en combinacion con estimulantes inmunes, tales como el monofosforil lipido A (véase, Stoute et al.,
1997, N. Engl. J. Med. 336, 86-91).

Las composiciones comprenden la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada descrita en la
presente memoria sola o junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Se pueden usar suspensiones o
dispersiones de la particula de arenavirus o particula de arenavirus trisegmentada, especialmente suspensiones o
dispersiones acuosas isotonicas. Las composiciones farmacéuticas pueden esterilizarse y/o pueden comprender
excipientes, p. €j., conservantes, estabilizantes, agentes humectantes y/o emulsionantes, solubilizantes, sales para
regular la presion osmética y/o tampones y se preparan de una manera conocida per se, por ejemplo, por medios de
dispersion convencional y procesos de suspension. En ciertas realizaciones, tales dispersiones o suspensiones
pueden comprender agentes reguladores de la viscosidad. Las suspensiones o dispersiones se mantienen a
temperaturas de alrededor de 2° C a 8° C, o preferiblemente para un almacenamiento mas prolongado pueden
congelarse y luego descongelarse poco antes de su uso, o alternativamente pueden liofilizarse para su
almacenamiento. Para inyeccion, la vacuna o las preparaciones inmunogénicas pueden formularse en soluciones
acuosas, preferiblemente en tampones fisiol6gicamente compatibles tales como la solucién de Hanks, la solucion de
Ringer o el tampodn salino fisiolégico. La solucion puede contener agentes de formulacién tales como agentes de
suspension, estabilizantes y/o dispersantes.

En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en la presente memoria comprenden adicionalmente un
conservante, p. €j., el derivado de mercurio timerosal. En una realizacién especifica, las composiciones farmacéuticas
descritas en la presente memoria comprenden timerosal del 0,001 % al 0,01 %. En otras realizaciones, las
composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria no comprenden un conservante.

Las composiciones farmacéuticas comprenden de aproximadamente 10% a aproximadamente 10" unidades
formadoras de focos de la particula de arenavirus o particula de arenavirus trisegmentada.

En una realizacion, la administracién de la composicién farmacéutica es administraciéon parenteral. La administracion
parenteral puede ser administracién intravenosa o subcutanea. En consecuencia, las formas de dosis unitarias para
administracion parenteral son, por ejemplo, ampollas o viales, p. ej., viales que contienen aproximadamente 10 a 1010
unidades formadoras de focos o 10° a 10" particulas fisicas de la particula arenavirus o particula arenavirus
trisegmentada.

En otra realizacién, una vacuna o composicion inmunogénica proporcionada en la presente memoria se administra a
un sujeto por las rutas, incluyendo, pero no limitado a, oral, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa,
topica, subcutanea, percutanea, intranasal e inhalaciéon, y mediante escarificacién (rascado a través de las capas
superiores de la piel, p. €j., utilizando una aguja bifurcada). Especificamente, se pueden usar las rutas subcutanea o
intravenosa.

Para la administracion por via intranasal o por inhalacion, la preparacion para su uso de acuerdo con la presente
invencion puede administrarse convenientemente en la forma de una presentacion de pulverizacion de aerosol de
envases presurizados o un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado, p. €j., diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol
presurizado, la unidad de dosificaciéon se puede determinar proporcionando una valvula para administrar una cantidad
medida. Pueden formularse capsulas y cartuchos de, p. ej., gelatina para usar en un inhalador o insufladores que
contienen una mezcla en polvo del compuesto y como una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidon.

La dosificacién del ingrediente activo depende del tipo de vacunacién y del sujeto, y su edad, peso, condicién individual,
los datos farmacocinéticos individuales y el modo de administracion. En ciertas realizaciones, se emplea un ensayo in
vitro para ayudar a identificar rangos de dosificacion 6ptimos. Las dosis efectivas pueden extrapolarse a partir de las
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curvas de respuesta a la dosis, derivadas de sistemas de ensayo de modelos en animales in vitro.

En ciertas realizaciones, la vacuna, composicion inmunogénica o composicién farmacéutica que comprende una
particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada se puede usar como una vacuna viva. Las dosis
ejemplares para una particula de arenavirus viva pueden variar de 10 a 100, o0 mas, PFU de virus vivo por dosis. En
algunas realizaciones, las dosis adecuadas de una particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada
son 102, 5x102, 103, 5x108, 10%, 5x10%, 105, 5x10%, 10%, 5x108, 107, 5x107, 108, 5x108, 1x109, 5x10°, 1x10'0, 5x1070,
1x10'", 5x10"" 0 102 pfu, y pueden administrarse a un sujeto una, dos, tres 0 mas veces con intervalos tan a menudo
como sea necesario. En otra realizacion, un arenavirus vivo se formula de tal manera que una dosis de 0,2 mL contiene
1085-107:5 unidades focales fluorescentes de particula de arenavirus vivo. En otra realizacion, una vacuna inactivada
se formula de manera que contenga aproximadamente 15 pg a aproximadamente 100 pg, aproximadamente 15 ug a
aproximadamente 75 ug, aproximadamente 15 pug a aproximadamente 50 pg, o aproximadamente 15 pg a
aproximadamente 30 ug de un arenavirus.

En ciertas realizaciones, para la administracion a nifios, se administran a un nifio dos dosis de una particula de
arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada descrita en la presente memoria o una composicién de las
mismas, administradas al menos con un mes de diferencia. En realizaciones especificas para la administracién a
adultos, se proporciona una dosis Unica de la particula de arenavirus o particula de arenavirus trisegmentada descritas
en la presente memoria 0 una composicion de las mismas. En otra realizacién, se administran a un adulto dos dosis
de una particula de arenavirus o una particula de arenavirus trisegmentada descrita en la presente memoria o0 una
composicion de las mismas, administrada al menos con un mes de diferencia. En otra realizacion, a un nifio pequefo
(de seis meses a nueve afos) se le puede administrar una particula de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada descrita en la presente memoria 0 una composicion de la misma por primera vez en dos dosis
administradas con un mes de diferencia. En una realizacion particular, un nifio que recibié solo una dosis en su primer
afno de vacunacion deberia recibir dos dosis en el afo siguiente. En algunas realizaciones, se prefieren dos dosis
administradas con 4 semanas de diferencia para nifios de 2-8 afios a los que se les administra por primera vez una
composicién inmunogénica descrita en la presente memoria. En ciertas realizaciones, para nifios de 6-35 meses de
edad, se puede preferir una media dosis (0,25 ml), en contraste con 0,5 ml que se puede preferir para sujetos mayores
de tres afnos de edad.

En ciertas realizaciones, las composiciones pueden administrarse al paciente en una dosificacion Unica que
comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de la particula de arenavirus o de la particula de arenavirus
trisegmentada. En algunas realizaciones, la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada se
puede administrar al paciente en una dosis Unica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de una
particula de arenavirus o de una particula de arenavirus trisegmentada y, una 0 mas composiciones farmacéuticas,
cada una en una cantidad terapéutica efectiva

En ciertas realizaciones, la composicién se administra al paciente como una dosis Unica seguida de una segunda dosis
tres a seis semanas después. De acuerdo con estas realizaciones, las inoculaciones de refuerzo pueden administrarse
a los sujetos a intervalos de seis a doce meses después de la segunda inoculacion. En ciertas realizaciones, las
inoculaciones de refuerzo pueden utilizar un arenavirus diferente o una composicion del mismo. En algunas
realizaciones, la administracion de la misma composicion que se describe en la presente memoria puede repetirse y
separarse al menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias, 2 meses, 75 dias, 3 meses
o al menos 6 meses.

También se proporcionan en la presente memoria procesos y el uso de la particula de arenavirus o la particula de
arenavirus trisegmentada para la fabricacion de vacunas en la forma de preparaciones farmacéuticas, que
comprenden la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada como ingrediente activo. Las
composiciones farmacéuticas de la presente solicitud se preparan de una manera conocida per se, por ejemplo, por
medio de procesos convencionales de mezclado y/o dispersion.

4.8 Ensayos
4.8.1 Ensayos de deteccion de arenavirus

El experto en la técnica podria detectar un segmento gendmico de arenavirus o una particula de arenavirus
trisegmentada, como se describe en la presente memoria usando técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, se
puede usar RT-PCR con cebadores que son especificos de un arenavirus para detectar y cuantificar un segmento
gendmico de arenavirus que ha sido preparado por ingenieria para portar un ORF en una posicion distinta de la
posicion de tipo salvaje del ORF o una particula de arenavirus trisegmentada. Se pueden usar la transferencia
Western, ELISA, radioinmunoensayo, inmunoprecipitacion, inmunocitoquimica o inmunocitoquimica junto con FACS
para cuantificar los productos génicos del segmento gendémico de arenavirus o particulas de arenavirus
trisegmentadas.

4.8.2 Ensayo para medir la infectividad

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica puede usarse para medir la infectividad de una preparacién de
vector de arenavirus. Por ejemplo, la determinacion de la titulacién de virus/vector puede realizarse mediante un
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"ensayo de unidad formadora focos" (ensayo FFU). Brevemente, se siembran en placas células complementarias, p.
€j., las células MC57 y se inoculan con diferentes diluciones de una muestra de virus/vector. Después de un periodo
de incubacion, para permitir que las células formen una monocapa y que el virus se una a las células, la monocapa se
cubre con metilcelulosa. Cuando las placas se incuban mas, las células infectadas originales liberan la progenie viral.
Debido a la superposiciéon de metilcelulosa, la propagacion de los nuevos virus esté restringida a las células vecinas.
En consecuencia, cada particula infecciosa produce una zona circular de células infectadas llamada Foco. Dichos
focos pueden hacerse visibles y, por lo tanto, contables, utilizando anticuerpos frente a NP de LCMV u otra proteina
expresada por la particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada y una reaccién de color basada en
HRP. La titulacion de un virus/vector se puede calcular en unidades formadoras de focos por mililitro (FFU/mL).

4.8.3 Crecimiento de una particula de arenavirus

El crecimiento de una particula de arenavirus descrita en la presente memoria puede evaluarse mediante cualquier
método conocido en la técnica o descrito en la presente memoria (p. €j., cultivo celular). El crecimiento viral se puede
determinar inoculando diluciones en serie de una particula de arenavirus descrita en la presente memoria en cultivos
celulares (p. €j., células Vero o células BHK-21). Después de la incubacion del virus durante un tiempo especifico, el
virus se aisla utilizando métodos estandar.

4.8.4 ELISA de suero

La determinacion de la respuesta inmune humoral tras la vacunacion de animales (p. €j., ratones, cobayas) puede
realizarse mediante ELISA de suero especifico de antigeno (ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas).
Brevemente, las placas se recubren con antigeno (p. €j., proteina recombinante), se bloquean para evitar la unién
inespecifica de anticuerpos y se incuban con diluciones en serie de sueros. Después de la incubacién, se pueden
detectar los anticuerpos séricos unidos, p. €j., utilizando un anticuerpo especifico antiespecie (p. €j., raton, cobaya)
acoplado a enzimas (que detecta las IgG totales o las subclases de IgG) y la posterior reaccion de color. Las
titulaciones de anticuerpos se pueden determinar, p. ej., como media geométrica de la titulacién de punto final.

4.8.5 Ensayo para medir la actividad neutralizante de los anticuerpos inducidos

La determinacion de los anticuerpos neutralizantes en suero se realiza con el siguiente ensayo celular usando células
ARPE-19 de ATCC y un virus etiquetado con GFP. Ademas, se usa suero de cobaya suplementario como fuente de
complemento exdgeno. El ensayo se inicia con una siembra de 6.5x103 células/pocillo (50 ul/pocillo) en una placa de
384 pocillos uno o dos dias antes de su uso para la neutralizacién. La neutralizacién se realiza en placas de cultivo de
tejidos estériles de 96 pocillos sin células durante 1 h a 37° C. Después de la etapa de incubacion de neutralizacion,
la mezcla se afiade a las células y se incuba durante 4 dias adicionales para la deteccion de GFP con un lector de
placas. Se utiliza un suero humano neutralizante positivo como control positivo del ensayo en cada placa para verificar
la fiabilidad de todos los resultados. Las titulaciones (CE50) se determinan utilizando un ajuste de curva logistico de 4
parametros. Como ensayo adicional, los pocillos se controlan con un microscopio de fluorescencia.

4.8.6 Ensayo de reduccion de placa

Brevemente, los ensayos de reduccion de placa (neutralizacion) para LCMV se pueden realizar mediante el uso de un
LCMV competente o deficiente para la replicacién que esta etiquetado con proteina fluorescente verde, se puede usar
suero de conejo al 5 % como una fuente de complemento exdgeno, y las placas pueden enumerarse por microscopia
de fluorescencia. Las titulaciones de neutralizacién pueden definirse como la dilucion mas alta de suero que da lugar
a una reduccion del 50 %, 75 %, 90 % o 95 % en las placas, en comparaciéon con las muestras de suero control
(preinmunes).

Los genomas de ARN de LCMV de qPCR se aislan utilizando el mini kit de ARN viral QlAamp (QIAGEN), de acuerdo
con el protocolo proporcionado por el fabricante. Los equivalentes de genoma de ARN del LCMV se detectan mediante
PCR cuantitativa realizada en un sistema de PCR en tiempo real StepOnePlus (Applied Biosystems) con el kit gRT-
PCR SuperScript® Il Platinum® One-Step (Invitrogen) y cebadores y sondas (informador FAM y apantallador NFQ-
MGB) especificos para parte de la region de codificacién de NP de LCMV u otra cadena gendmica de la particula de
arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada. El perfil de temperatura de la reaccion puede ser: 30 minutos a
60° C, 2 minutos a 95° C, seguido de 45 ciclos de 15 segundos a 95° C, 30 segundos a 56° C. El ARN puede
cuantificarse mediante la comparacion de los resultados de la muestra con una curva estandar preparada a partir del
log10 de una serie de diluciones de un fragmento de ARN transcrito in vitro cuantificado espectrofotométricamente,
correspondiente a un fragmento de la secuencia de codificacion de NP de LCMV u otra cadena gendmica de la
particula de arenavirus o la particula de arenavirus trisegmentada que los sitios de unién del contiene el cebador y de
la sonda.

4.8.7 Transferencia Western

Las células infectadas que crecen en matraces de cultivo de tejidos o en suspension se lisan en los puntos de tiempo
indicados después de la infeccion usando tampdn RIPA (Thermo Scientific) o se usan directamente sin lisis celular.
Las muestras se calientan a 99° C durante 10 minutos con agente reductor y tampon de muestra NuPage LDS
(NOVEX) y se enfrian hasta temperatura ambiente antes de cargarlas en geles SDS al 4-12 % para electroforesis. Las
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proteinas se transfieren a membranas usando el dispositivo de transferencia de gel Invitrogens iBlot y se visualizan
mediante tincion con Ponceau. Finalmente, las preparaciones se sondean con anticuerpos primarios dirigidos frente a
proteinas de interés y anticuerpos secundarios conjugados con fosfatasa alcalina, seguidos de tinciéon con solucion
NBT/BCIP de 1 paso (INVITROGEN).

4.8.8 Ensayo de tincion de multimero de péptido MHC para la deteccién de la proliferaciéon de células T CD8+
especificas de antigeno

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica puede usarse para ensayar las respuestas de células T CD8+
especificas de antigeno. Por ejemplo, se puede usar el ensayo de tincién de tetramero de péptido MHC (véase, p. €j.,
Altman J.D. et al., Science. 1996; 274: 94-96; y Murali-Krishna K. et al., Immunity. 1998; 8: 177-187). Brevemente, el
ensayo comprende los siguientes pasos, se usa un ensayo de tetramero para detectar la presencia de células T
especificas de antigeno. Para que una célula T detecte el péptido frente al que es especifica, debe reconocer tanto el
péptido como el tetramero de las moléculas de MHC hechas a medida para una especificidad de antigeno definida 'y
el haplotipo MHC de las células T (tipicamente marcadas con fluorescencia). El tetramero se detecta entonces por
citometria de flujo a través del marcaje fluorescente.

4.8.9 Ensayo ELISPOT para la deteccion de la proliferacion de células T CD4+ especificas de antigeno.

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica puede usarse para ensayar las respuestas de células T CD4+
especificas de antigeno. Por ejemplo, se puede usar el ensayo ELISPOT (véase, p. ej., Czerkinsky C.C. et al., J
Immunol Methods. 1983; 65: 109-121; y Hutchings P.R. et al., J Immunol Methods. 1989; 120: 1-8). Brevemente, el
ensayo comprende los siguientes pasos: se recubre una placa de inmunospot con un anticuerpo anticitoquina. Las
células se incuban en la placa de inmunospot. Las células secretan citoquinas y luego se lavan. Luego, las placas se
recubren con un segundo anticuerpo biotinilado-anticitoquina y se visualizan con un sistema avidina-HRP.

4.8.10 Ensayo de citoquinas intracelulares para la deteccion de la funcionalidad de las respuestas de las células T
CD8+ y CD4+.

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica puede usarse para ensayar la funcionalidad de las respuestas
de las células T CD8+ y CD4+. Por ejemplo, se puede usar el ensayo de citoquinas intracelulares combinado con
citometria de flujo (véase, p. €j., Suni M.A. et al., J Immunol Methods. 1998; 212: 89-98; Nomura L.E. et al., Cytometry.
2000; 40: 60-68; y Ghanekar S.A. et al., Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology. 2001; 8: 628-63). Brevemente,
el ensayo comprende los siguientes pasos: activacion de células a través de péptidos o proteinas especificos, se
afnade una inhibicién del transporte de proteinas (p. €j., brefeldina A) para retener las citoquinas dentro de la célula.
Después de un periodo definido de incubacién, tipicamente 5 horas, sigue una etapa de lavado y se pueden anadir a
las células anticuerpos frente a otros marcadores celulares. Las células se fijan y se permeabilizan. Se anaden los
anticuerpos anticitoquinas conjugados con fluorocromo y las células pueden analizarse mediante citometria de flujo.

4.8.11 Ensayo para confirmar la deficiencia para la replicacion de vectores virales

Cualquier ensayo conocido por el experto en la materia que determine la concentracion de particulas virales
infecciosas y competentes para la replicacion también se puede usar para medir las particulas virales deficientes para
la replicaciéon en una muestra. Por ejemplo, los ensayos de FFU con células no complementarias pueden usarse para
este proposito.

Ademas, los ensayos basados en placa son el método estandar utilizado para determinar la concentracién de virus en
términos de unidades formadoras de placa (PFU) en una muestra de virus. Especificamente, una monocapa confluente
de células huésped no complementarias se infecta con el virus a diferentes diluciones y se cubre con un medio
semisolido, tal como el agar, para evitar que la infeccion del virus se propague indiscriminadamente. Una placa viral
se forma cuando un virus se infecta con éxito y se replica en una célula dentro de la monocapa celular fijada, y se
disemina en las células circundantes (véase, p. ej., Kaufmann, S.H.; Kabelitz, D. (2002). Methods in Microbiology
Vol.32: Immunology of Infection. Academic Press ISBN 0-12-521532-0). La formacion de placas puede tardar 2-14
dias, dependiendo del virus que se esté analizando. Las placas generalmente se cuentan manualmente y los
resultados, en combinacion con el factor de dilucién utilizado para preparar la placa, se utilizan para calcular el nimero
de unidades formadoras de placa por volumen de unidad de muestra (PFU/mL). El resultado de PFU/mL representa
el nUmero de particulas infectivas competentes para la replicacion dentro de la muestra. Cuando se usan células C,
se puede usar el mismo ensayo para titular las particulas de arenavirus o particulas de arenavirus trisegmentadas
deficientes para la replicacion.

4.8.12 Ensayo para la expresién del antigeno viral

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica puede usarse para medir la expresion de antigenos virales.
Por ejemplo, se pueden realizar ensayos de FFU. Para la deteccién, se usan preparaciones de anticuerpos mono o
policlonales frente a los respectivos antigenos virales (FFU especifico de transgén).

4.8.13 Modelos animales
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Para investigar la recombinacion y la infectividad de una particula de arenavirus descrita en la presente memoria, se
pueden usar modelos animales en vivo. En ciertas realizaciones, los modelos animales que pueden usarse para
investigar la recombinacion y la infectividad de una particula de arenavirus trisegmentada incluyen ratén, cobaya,
conejo y monos. En una realizacién preferida, los modelos animales que pueden usarse para investigar la
recombinacion y la infectividad de un arenavirus incluyen ratén. En una realizacion mas especifica, los ratones que
pueden usarse para investigar la recombinacién y la infectividad de una particula de arenavirus son triplemente
deficientes para el receptor de interferén tipo |, el receptor de interferdn tipo Il y el gen activador de recombinacion 1
(RAGT).

En ciertas realizaciones, los modelos animales pueden usarse para determinar la infectividad del arenavirus y la
estabilidad transgénica. En algunas realizaciones, el ARN viral puede aislarse del suero del modelo animal. Los
expertos en la materia conocen facilmente las técnicas. EI ARN viral se puede transcribir inversamente y el ADNc que
porta los ORF de arenavirus se puede amplificar por PCR con cebadores especificos de gen. La citometria de flujo
también se puede usar para investigar la infectividad del arenavirus y la estabilidad transgénica.

5. EJEMPLOS

Estos ejemplos demuestran que la tecnologia de vectores basada en virus LCMV puede usarse para desarrollar con
éxito (1) un segmento gendmico de arenavirus con un ORF viral en una posicién distinta de la posicién de tipo salvaje
del ORF, y (2) una particula de arenavirus trisegmentada que no da como resultado una particula viral bisegmentada
competente para la replicacion.

5.1 Materiales y métodos
5.1.1 Células

Las células BHK-21 se cultivaron en medio Eagle de Dulbecco con alto contenido de glucosa (DMEM; Sigma)
suplementado con suero de ternera fetal inactivado por calor al 10 % (FCS; Biochrom), HEPES 10 mM (Gibco), piruvato
sodico 1 mM (Gibco) y 1x caldo de fosfato de triptosa. Las células MC57 se mantuvieron en Medio Esencial Minimo
(MEM; Sigma) complementado con FCS inactivado por calor al 5 %, L-glutamina 2 mM (Gibco) y penicilina-
estreptomicina (100.000 U/ml de penicilina y 50 mg/I de estreptomicina; Gibco). Ambas lineas celulares se cultivaron
a 37 °C en una incubadora humidificada con CO2 al 5 %.

Las células BHK-21 que expresan NP se generaron transfectando células BHK-21 con un plasmido que expresa NP
bajo el control del promotor eucariota EF1-alfa y que codifica el gen de resistencia a la puromicina de acuerdo con el
protocolo del fabricante. 48 horas después de la transfeccion, se anadieron 4 pg/ml de puromicina al medio. Otras 48
horas después, las células se subcultivaron en matraces T150. Una vez que los clones separados se hicieron visibles,
las células se recogieron y se diluyeron de forma seriada en una placa de 96 pocillos para obtener clones individuales.
Los pocillos se verificaron épticamente para el crecimiento de poblaciones celulares a partir de clones individuales y
las células respectivas se subcultivaron en placas de 6 pocillos una vez que formaron una monocapa confluente. Las
células BHK-21 que expresan NP se cultivaron en medio BHK-21 en presencia de 4 pg/ml de puromicina.

Las células BHK-21 que expresan GP se han descrito previamente. Brevemente, las células BHK-21 se transfectaron
de manera estable con un plasmido que expresa un ADNc de GP de LCMV con optimizacién de codones y el casete
de resistencia a la puromicina. Los clones que expresan GP se seleccionaron mediante la adicién de 4 pg/ml de
puromicina al medio y los clones individuales se obtuvieron mediante diluciones seriadas como se describe para las
células BHK-21 que expresan NP.

5.1.2 Plasmidos

Los plasmidos pol-I L, pC-NP y pC-L se han descrito previamente. Para la generacion de plasmidos pol-l S que
codifican GFP o RFP como genes informadores y NP o GP, utilizamos un plasmido de clonacién pol-I Bbs/Bsm como
base (pol-1 5'-BsmBI_IGR_Bbsl_3'). Este plasmido codifica para la regiéon no traducida en 5' (5' UTR) del segmento S
viral seguido de dos sitios de restriccién BsmBl, la regién intergénica (IGR), un NP de descanso y el narco de lectura
abierto CAT (ORF) flanqueado por sitios de restriccién Bbsl y la 3' UTR del segmento S. Los plasmidos pol-I S que
codifican GP en su orientacion 5' natural y GFP en orientacion antisentido en la posicién 3' (pol-I 5'-GP_IGR_GfP-3")
se clonaron insertando GP mediante restriccion especifica de sitio de BsmBl y ligacién en el plasmido pol-I Bbs/Bsm.
En un segundo paso, se insert6 GFP por digestién con Bbsl y ligacién. Para obtener plasmidos pol-I S que codifican
GP en la orientacion artificial 3' (pol-1 5'-GFP_IGR_GP-3'), GP se insertd mediante digestion con Bbsl en la posicién
3' en el plasmido pol-I Bbs/Bsm y GFP con restriccion con BsmBl/ligacion en la posicién 5'. El pol-I S que codifica GFP
0 RFP y NP (pol-1 5 '-GFP_IGR_NP-3' o pol-I 5’RFP_IGR_NP-3") se clonaron insertando NP por digestién con Bbsl y
ligacion en el plasmido de clonacion pol-I Bbs/Bsm y GFP o RFP por clonacién con BsmBI. El plasmido pol-I con GP
de la cepa de LCMV WE y NP de la cepa de LCMV Clon 13 (CI13) se clonaron insertando los genes respectivos
mediante restriccidén especifica de sitio con Bbs y Bsm/ligacién en los sitios respectivos en el plasmido de clonacion
pol-1 Bbs/Bsm.

El segmento S que codifica el GP de fusion WE/WET se obtuvo reemplazando los Ultimos 255 pares de bases del
ORF de WE con una secuencia optimizada por codones llamada "WET". Esto se logré amplificando por PCR en un
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primer paso un fragmento de GP de WE con un cebador especifico de WE (SEQ ID NO: 11) y un cebador de fusién
especifico de WE que portaba un saliente complementario a la secuencia de WET (SEQ ID NO: 12). Paralelamente,
la secuencia de WET se amplificé por PCR usando un cebador especifico de WET (SEQ ID NO: 13) y un cebador de
fusion especifico de WET complementario a la secuencia de WE (SEQ ID NO: 14). En una tercera reaccion de PCR,
los dos productos de PCR se fusionaron mediante fusion por PCR usando los dos cebadores de fusién mencionados.
El fragmento de fusién WE/WET resultante se digiri6 con BsmBI y se ligé en un plasmido pol-l BsmBI_IGR_GFP-3'
que se habia digerido con la misma enzima de restriccion.

El plasmido pol-I que codifica el segmento S recombinado del virus recombinado in vivo rS3LCMV-GFP" #3 se clond
insertando el fragmento de ADN sintetizado (sintesis génica por GenScript) mediante restriccion/ligacion especifica
del sitio con Sacl y Xmal en un plasmido que codifica un segmento S de tipo salvaje bajo el control de un promotor
pol-I (pol-I GP_IGR_NP) dando lugar a pol-l GP_IGR_GFPrest_IGR_NP.

5.1.3 Transfeccion de ADN de células y rescate de virus recombinantes.

Las células BHK-21 se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 4x105 células/pocillo y se transfectaron
24 horas después con diferentes cantidades de ADN utilizando lipofectamina (3 pl/ug de ADN; Invitrogen) o jetPRIME
(2 pl/ug de ADN; Polyplus) segun las instrucciones del fabricante. Para el rescate de virus bisegmentados
recombinantes completamente a partir del ADN plasmidico, los dos factores que actian en trans minimos virales NP
y L se administraron a partir de plasmidos dirigidos por pol-Il (0,8 ug de pC-NP, 1 ug de pC-L) y se cotransfectaron
con 1,4 ug de pol-lLy 0,8 pg de pol-1 S. En el caso del rescate de r3LCMV trisegmentado que consiste en un segmento
L y dos segmentos S, se incluyeron 0,8 ug de ambos segmentos S dirigidos por pol-I en la mezcla de transfeccion. 72
horas después de la transfeccién, el sobrenadante se recogié y se pas6 sobre células BHK-21 para una mayor
amplificacion del virus. Las titulaciones virales en el sobrenadante se determinaron por ensayo de formacién de focos.

5.1.4 Virus y cinética de crecimiento de los virus.

El Cl13 LCMV de tipo salvaje, originalmente derivado del LCMV de tipo salvaje Armstrong, se ha descrito previamente.
Se produjeron preparaciones madre de virus de tipo salvaje y recombinante infectando células BHK-21 a una
multiplicidad de infeccion (moi) de 0,01 y el sobrenadante se recogié 48 horas después de la infeccion. Las curvas de
crecimiento de los virus se realizaron in vitro en un formato de 6 pocillos. Las células BHK-21 se sembraron a una
densidad de 6 x 105 células/pocillo y se infectaron 24 horas después incubando las células junto con 500 pl del inéculo
del virus a una moi de 0,01 durante 90 minutos en una placa basculante a 37 °C y 5 % de CO2. Se afiadié6 medio
nuevo y las células se incubaron a 37 °C/5 % de CO2 durante 72 a 96 horas. El sobrenadante se tom6 en puntos de
tiempo dados (normalmente 18, 24, 48, 72 horas) y las titulaciones virales se analizaron mediante un ensayo de
formacion de focos.

5.1.5 Ensayo de formacién de focos

A continuacion, las titulaciones de LCMV se determinan por el ensayo de formacion de focos. EI LCMV es un virus no
citolitico que no lisa sus células huésped y, como tal, no crea placas. Sin embargo, las unidades en este trabajo se
expresaran en el término unidades de formacion de placa (PFU) mas comunmente utilizado en lugar del término
correcto de unidades de formacion de focos (FFU). Las células MC57 se usaron para el ensayo de formacién de focos
si no se indica lo contrario. Las células se sembraron a una densidad de 1,6x105 células por pocillo en una placa de
24 pocillos y se mezclaron con 200 pl de diluciones seriadas de 10 veces de virus preparadas en MEM/FCS al 2 %.
Después de 2-4 horas de incubacién a 37 °C, se afiadieron 200 pl de un medio viscoso (metilcelulosa al 2 % en 2x
DMEM suplementado) por pocillo para asegurar la propagacion de las particulas virales solo a las células vecinas.
Después de 48 horas a 37 °C, el sobrenadante se retird y las células se fijaron afadiendo 200 pl de paraformaldehido
al 4 % (PFA) en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente (todos los pasos siguientes se realizan a temperatura
ambiente). Las células se permeabilizaron con 200 pl por pocillo de BSS/Triton X-100 al 1 % (Merck Millipore) durante
20 minutos y posteriormente se bloquearon durante 60 minutos con PBS/FCS al 5 %. Para la tincién anti-NP se us6
un anticuerpo monoclonal anti-LCMV-NP de rata como anticuerpo de tincién primario a una dilucién de 1:30 en
PBS/FCS al 2,5 % durante 60 minutos. Para la tincion anti-GFP, se us6 anticuerpo de rata anti-GFP purificado
(Biolegend 338002) a una dilucién de 1:2.000 en PBS/FCS al 2,5 %. Las placas se lavaron tres veces con agua del
grifo y se anadio la IgG secundaria anti-lgG de rata de cabra conjugada con HRP a una dilucién de 1:100 en PBS/FCS
al 2,5 %y se incubd durante 1 hora. La placa se lavo nuevamente tres veces con agua del grifo. Se afadié la reaccion
de color (0,5 g/l de DAB (Sigma D-5637), 0,5 g/l de sulfato de niquel de amonio en PBS/H202 al 0,015 %) y la reaccion
se detuvo después de 10 minutos con agua del grifo. Los focos tefidos se contaron manualmente y la titulacién final
se calcul6 de acuerdo con la dilucién.

Para la tincion anti-GP de las células, las placas se fijaron con MeOH al 50 %/Acetona al 50 % durante 5 minutos y se
lavaron con PBS. El bloqueo se realiz6 como se describe. Como anticuerpo primario, el GP83.4 anti-GP (producido a
partir de hibridomas) se diluy6é 1:10 en PBS/FCS al 2,5 % y se incubd durante 60 minutos. Después de tres lavados
con agua del grifo, se afiadio el anticuerpo IgG secundario anti-ratén de conejo conjugado con HRP- a una dilucién de
1:50 en PBS/FCS al 2,5 % y se incubé durante 60 minutos. Después de otros tres lavados con agua del grifo, se
anadio la reaccion de color como se describi6é anteriormente.
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Para determinar la viremia de los ratones en sangre, se recogi6 una gota de sangre (correspondiente a un volumen
de 50 pl) en 950 pl de heparina BSS (heparina Na, Braun, 1 IE/ml final), se mezclé por inversién y se almacendé. a
-80 °C hasta su uso posterior.

5.1.6 Ratones

Los ratones AGRAG (IFNa/BR-/-, IFNyR-/-, RAG-/-) se han descrito previamente y fueron criados y estabulados en
condiciones especificas libres de patdgenos (SPF). Fueron criados en el Institut fir Labortierkunde de la Universidad
de Zdrich, Suiza. Todos los experimentos con animales se realizaron en las Universidades de Ginebra y Basilea de
acuerdo con la ley suiza para la proteccion de los animales y el permiso de las autoridades cantonales responsables
respectivas de Ginebra y Basilea. La infeccion de los ratones se realiz6 por via intravenosa a una dosis de 1 x 104
PFU por ratén.

5.1.7 Preparacion de ARN viral y secuenciacién

El ARN viral se extrajo del sobrenadante del cultivo celular o del suero de ratones infectados utilizando el Mini Kit de
ARN viral QlAamp (QIAGEN) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La reaccién de transcripcién inversa se
realizé con el sistema de RT-PCR ThermoScript (Invitrogen) y un cebador especifico para NP de LCMV (SEQ ID NO:
15) siguiendo el protocolo del fabricante. La amplificacién por PCR se realizé mediante el uso de 2 pl del ADNc de la
etapa RT y cebadores especificos de NP y GP (SEQ ID NO: 16). La reaccion de PCR se realiz6 usando ADN
polimerasa Phusion High-Fidelity (NEB). Los productos amplificados se analizaron y se escindieron de un gel de
agarosa al 2 %, se purificaron usando el kit de extraccion de gel QlAquick (QIAGEN) y se enviaron para la
secuenciacion de ADN de Sanger (Microsynth) usando los cebadores especificos de NP y GP.

5.1.8 Citometria de flujo

La sangre se tifi6 con anticuerpos frente a CD11¢c (N418), CD11b (M1/70), CD19 (6D5), NK1.1 (PK136), CD90.2 (30-
H12) y GR-1 (RB6-8C5). La expresién de moléculas de superficie tefiidas con anticuerpos especificos, asi como la
expresion de GFP y RFP, se analiz6 en un citometro de flujo BD LSR Fortessa usando el software FlowJo (Tree Star,
Ashland, OR).

5.1.9 Andlisis estadistico

La significancia estadistica se determiné mediante el ensayo de la t no emparejada de dos colas o el ANOVA de 1 via
seguido de la prueba posterior de Dunnett o Bonferroni para comparaciones multiples utilizando el software Graphpad
Prism (version 6.0d). los valores de p de p > 0,5 se consideraron no significativos (ns), mientras que los valores de p
de p < 0,5 se consideraron significativos (*) con gradaciones de p < 0,01 (**) y p < 0,001 (***) siendo altamente
significativas.

5.2 Resultados
5.2.1 Los virus trisegmentados recombinantes crecen a titulaciones mas bajas que el LCMV de tipo salvaje

El genoma del LCMV de tipo salvaje consiste en dos segmentos de ARN monocatenario de polaridad negativa (un
segmento L, uno S) (Fig. 1A). En los Ultimos afos, se ha mostrado que es posible introducir genes extrafos adicionales
en el genoma normalmente bisegmentado que se encuentra en las particulas de LCMV. Los genes NP y GP se
segregan en dos analogos del segmento S, y los genes de interés se insertan en cada segmento S resultante de
LCMV, lo que da como resultado particulas virales competentes para la replicacion con tres segmentos de ARN (dos
S + uno L). La Unica estrategia publicada actualmente mantiene tanto NP como GP en su posicion natural en el
segmento S, colocando asi a GFP u otros transgenes en los respectivos sitios libres (r3LCMV-GFP"®) (Fig. 1B). Esta
fue la estrategia intuitiva destinada a minimizar el riesgo probable de que la reorganizacion genética del segmento S
anule la viabilidad del genoma resultante. Sin embargo, este estudio planted la hip6tesis de que también deberia ser
posible yuxtaponer la GP al 3'UTR, expresandolo desde el elemento promotor que normalmente dirige la NP (rBLCMV-
GFPat; Fig. 1C). Los plasmidos de expresion respectivos se generaron mediante clonacion de ADNc recombinante y
las tres construcciones virales se rescataron completamente a partir del ADN plasmidico. Se realizaron curvas de
crecimiento comparativas con los tres virus (Fig. 1D). Los tres virus mostraron las titulaciones mas altas 48 horas
después de la infeccion, con titulaciones maximas de virus trisegmentados 10-100 veces mas bajas que el virus de
tipo salvaje. EI LCMV de tipo salvaje alcanz6 3,4 x 108 PFU/ml, rSLCMV-GFP" alcanzé su punto maximo a 2,7 x 104
PFU/ml y rSLCMV-GFPat g 2,2 x 10° PFU/ml. Independientemente de sus titulaciones maximas reducidas de forma
similar, rBLCMV-GFP" exhibi6 una infectividad libre de células algo mayor durante los puntos de tiempo tempranos
que r3LCMV-GFPat,

5.2.2 El empaquetamiento de particulas virales segmentadas es menos eficiente que el del virus bisegmentado

Estas observaciones sugirieron que la adiciéon de un segundo segmento S alteraba y retrasaba el crecimiento viral. Se
planteo la hipétesis de que esta reduccion en la aptitud viral podria deberse al empaquetamiento ineficiente de los tres
segmentos de ARN en particulas virales, y que se formaba un exceso de particulas bisegmentadas, que no se
replicaron productivamente al infectar células frescas. Para estos experimentos, se usaron r3LCMV con dos genes
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informadores diferentes, es decir, GFP junto con GP en un segmento S, y NP cerca de RFP en el segundo segmento
S. Esto dio lugar a dos virus llamados r3LCMV-GFP/RFP"aty r3LCMV-GFP/RFPa", que solo difieren en la organizacién
de GFP y GP en el segmento S respectivo. Las células BHK-21 se infectaron con r3LCMV-GFP-RFP"a o r2LCMV
bisegmentado y se realizaron ensayos de formacion de focos en células BHK-21 normales o, en paralelo, con células
BHK-21 transfectadas de forma estable que expresan bien GP (BHK-GP) o NP (BHK-NP) como sustrato celular para
transcomplementar los genomas virales que carecen de los genes respectivos. Las células de tipo salvaje y
complementarias para GP se tifieron para focos virales que expresan nucleoproteina, mientras que las células
complementarias para NP se tifieron para focos positivos para GP. De este modo, la formacién de inmunofocos en
células BHK-21 de tipo salvaje detectd solo viriones trisegmentados. Sin estar limitados por la teoria, las células BHK-
GP deberian replicar viriones trisegmentados, asi como los bisegmentados que contienen el segmento L en
combinacion con el segmento S que expresa NP (pero sin el S que expresa GP). Por el contrario, las células BHK-NP
deberian replicar LCMV trisegmentado y adicionalmente viriones deficientes para NP que consisten en el segmento L
y S que expresa GP (pero que carecen del segmento S que expresa NP). Las titulaciones infecciosas de ambos
r3LCMV-GFP/RFPMy r3LCMV-GFP/RFPa", fueron consistentemente mas altas cuando se evaluaron en células BHK-
GP o BHK-NP que cuando se evalué la infectividad en células BHK-21 de tipo salvaje. Por el contrario, las titulaciones
de r2LCMV fueron similares, independientemente del sustrato celular utilizado para evaluar su infectividad. Con el fin
de corregir las posibles diferencias intrinsecas en la permisividad de cada linea celular al LCMV, la titulacion de cada
virus en las células BHK-21 se normaliz6 a uno, para la visualizacién y las titulaciones de BHK-GP, asi como de BHK-
NP se expresaron como un multiplo de los mismos. Por lo tanto, se reflejan las diferencias en las titulaciones
relacionadas con los clones de células respecto a las posibles diferencias intrinsecas en los clones en la permisividad
viral (Fig. 2A). En cualquiera de las células complementarias, se observé una diferencia en la titulacion de
aproximadamente cinco a diez veces para r3LCMV-GFP/RFP" y r3LCMV-GFP/RFPa, que fue significativamente
mayor que para r2LCMV. Esto sugirié que una mayoria de las particulas virales, que estaban formadas por los dos
virus trisegmentados, contenian solo uno de los dos segmentos S, que codificaba solo el segmento S que expresa NP
(particulas solo NP) o que expresa GP (particulas solo GP), respectivamente. La diferencia de 5 veces o méas en la
titulacién sugirié que tanto las particulas solo NP como las solo GP superaron en nuimero a las particulas
trisegmentadas aproximadamente cinco veces cada una, y que las particulas trisegmentadas constituian menos del
10 por ciento de los viriones solamente, lo que era compatible con un retraso en el crecimiento y una reduccion en las
titulaciones méaximas virales cuando se cultivaba en células no complementarias (Fig. 1D). Estos hallazgos fueron
validados ademas por citometria de flujo. Las células BHK-21 no complementarias o las células BHK-NP se infectaron
con r3LCMV-GFP/RFPat o r2LCMV como control de activacién y las intensidades de fluorescencia de GFP y RFP se
evaluaron con un citémetro de flujo (Fig. 2B). Dado que las células BHK-21 de tipo salvaje no proporcionan los factores
que actuan en trans minimos, solo los viriones que contienen al menos un segmento L junto con el segmento S que
expresa NP pueden iniciar un ciclo infeccioso después de la entrada en la célula, dando lugar a una sefal de
fluorescencia (RFP). De acuerdo con esto, se observ6 una poblacién de células RFP+GFP- tras la infeccion de las
células BHK-21, lo que refleja particulas solo NP. Las células doble positivas RFP+GFP+ fueron la evidencia de
particulas trisegmentadas genuinas. De acuerdo con la seleccidn, también se observaron células RFP-GFP+, pero
tenian una MFI de RFF mas alta que las células RFP-GFP-, lo que sugiere que representaban estadios tempranos de
infeccion por particulas trisegmentadas, una interpretacion que también esta respaldada por la continuidad de esta
poblacion y la doble positiva RFP+GFP+. Sin embargo, cuando se cultiva r3LCMV-GFP/RFPa trisegmentado en
células BHK-NP, sustituyendo asi este factor que actia en trans minimo, observamos un ndmero de células RFP-
GFP+ maés de 10 veces mayor en comparacion con la infeccion de células BHK-21 no complementarias. Por el
contrario, se detectaron células RFP+ GFP- (evidencia de particulas solo NP) y células doble positivas GFP+RFP+
(particulas trisegmentadas) en abundancia comparable (Fig. 2C). Estos resultados confirmaron a nivel de célula
individual los hallazgos obtenidos mediante el ensayo de formacion de focos, corroborando asi que las preparaciones
de virus trisegmentadas contienen una mayoria de particulas bisegmentadas deficientes para la replicacién. Estos
hallazgos ofrecieron una explicacion probable para el crecimiento atenuado de r3LCMV-GFP/RFP" y r3LCMV-
GFP/RFPa" proporcionando informacién sobre un empaqguetamiento aleatorio aparentemente bastante ineficiente de
los virus trisegmentados.

5.2.3 Clonacion y rescate de virus recombinantes para rastrear la recombinacién in vivo

Dado que los virus trisegmentados muestran una cinética de crecimiento alterada como se ve en la Fig. 1, se planteé
la hipétesis de que deberia haber una alta presion de seleccién en los virus para recombinar su informacién genética
para NP y GP en un solo segmento S. Se postula que la recombinacién entre segmentos de arenavirus condujo a la
evolucion filogenética del grupo norteamericano, y por lo tanto parecia un mecanismo potencial por el cual los virus
trisegmentados podrian restablecer un genoma bisegmentado funcional. Sin estar limitado por la teoria, al observar la
organizacién genémica de los dos virus trisegmentados, se postulé que la presién de seleccién sobre r3LCMV-GFPa
podria favorecer los eventos de recombinacion en el area de la IGR, para unir GP y NP en el mismo segmento,
mientras se elimina la GFP. En la poblacién de r3LCMV-GFP2" la presion de seleccion deberia ser igualmente alta,
sin embargo, la reorganizacion de GP y su posicionamiento cerca de la 3'UTR deberia hacer que sea muy dificil, si no
imposible, que este virus combine sus dos segmentos S en un segmento funcional (véase la Fig. 7 a continuacion).
Debido a las advertencias para la identificacién de la recombinacion de ARN y para discriminarla firmemente de la
potencial contaminacion con ADNc, clonamos un segmento S que portaba GFP junto con un ORF de GP recombinante
en donde los 255 nucleétidos terminales estaban optimizados por codones. La GP resultante tenia una secuencia de
nucleétidos diferente pero un producto de traduccion idéntico a la GP de la cepa WE de tipo salvaje (WE/WET-GP,
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Fig. 3A). Sin embargo, este ORF de WE/WET GP recombinante no existia como un virus bisegmentado infeccioso ni
el laboratorio poseia una construccion de ADNc en donde estaba asociado con NP. Por lo tanto, cualquier virus
bisegmentado potencial que contenga WE/WET en el mismo segmento que NP se consider6 una clara evidencia de
recombinacion entre segmentos, diferenciando dichos virus de ADNc o ARN potencialmente contaminantes en los
ensayos respectivos. Para ensayar si la GP quimérica tenia un efecto sobre la aptitud viral, se realizaron curvas de
crecimiento del cultivo celular del virus trisegmentado recombinante que porta la GP de fusion WE/WET (r3LCMV-
WEWET/GFP") en comparacién con un virus trisegmentado que portaba la GP de WE de tipo salvaje (r3LCMV-
WE/GFP") (Fig. 3B). La cinética de crecimiento y las titulaciones maximas de los dos virus fueron comparables
(r3LCMV-WE/GFP™: 1,7x10% PFU/mI, r3LCMV-WEWET/GFP"at: 2,3x108 PFU/ml). Por lo tanto, la glucoproteina
WEWET quimérica no tuvo un impacto detectable en el crecimiento viral.

Para ensayar si los potenciales eventos de recombinacién podrian ocurrir entre los genes NP y GP del segmento S
que involucrarian a la IGR. Por lo tanto, se introdujo una delecién de un Unico nucleétido en la regién intergénica del
segmento S que codifica NP, para servir como una etiqueta genética. La eleccion de esta delecion de nucleétido se
realizé porque esta situada en una cadena que, a diferencia de la mayoria de las IGR del segmento S, no se conserva
entre cepas, ni en secuencia ni en longitud. En el caso de un evento de recombinacién, esta regién intergénica
"etiquetada” (marcada como * en todo, tanto en las figuras como en el texto) deberia permitir la identificacion del origen
genético de las secuencias de IGR del segmento S. La Figura 3C muestra la posicion de la citosina delecionada
(marcada con una flecha) y un esquema del segmento S que porta NP resultante. Para ensayar si la delecion
introducida en la IGR tenia un impacto en el crecimiento viral, se rescatd rSLCMV-GFP" recombinante con o sin la
delecién de un Unico nucleétido. Se realizaron experimentos de curva de crecimiento en células BHK-21 (moi = 0,01).
Un virus trisegmentado con una IGR de tipo salvaje (r3LCMV-GFP"&) y su comparador con la IGR mutada (r3LCMV-
GFP"a IGR*) creci6 a un ritmo similar y alcanzé titulaciones méaximas indistinguibles (Figura 3D). En consecuencia, la
etiqueta de la IGR en el segmento S portador de NP no tuvo un impacto detectable en la aptitud viral, validando asi su
uso para la experimentacion posterior in vivo.

5.2.4 La infeccién persistente en ratones con r3LCMV-GFP"@ pero no r3LCMV-GFP?21 alcanza niveles de viremia
equivalentes al virus bisegmentado de tipo salvaje y da como resultado la pérdida de la expresién de GFP

Tras el rescate del r3LCMV-GFP"™ recombinante, un objetivo fue investigar si los virus trisegmentados se
recombinaban in vivo. Para este propésito, los ratones AGRAG se infectaron con r3LCMV-GFP", r3LCMV-GFPa" o
un r2LCMV bisegmentado como control. Los ratones AGRAG portan deleciones dirigidas en los genes que codifican
el receptor de interferdn a/B, el receptor de interferén y y RAG1, lo que conduce a un fenotipo inmunodeficiente y al
establecimiento de viremia crénica después de la infeccion con LCMV trisegmentado. Se tomaron muestras de sangre
con el tiempo y las titulaciones virales se evaluaron mediante un ensayo de formaciéon de focos (Fig. 4A). Los
portadores de LCMV bisegmentados mostraron viremia de alto titulacion en el rango de 5 x 105 PFU/mI de sangre en
los 5 dias posteriores a la infeccidn, con viremia estable posteriormente en el rango de 10%-10° de PFU/ml hasta al
menos el dia 50 después de la infeccion. Los ratones infectados con LCMV trisegmentado mostraron cargas virales
de aproximadamente 5 x 10% PFU/ml de sangre hasta el dia 20, en linea con el crecimiento atenuado en cultivo celular
(en comparacion con la Fig. 1D). Desde el dia 30 en adelante, los portadores de r3LCMV-GFP"a mostraron un aumento
en las cargas virales, lo que no se observé en animales infectados con r3LCMV-GFP23", lo que resulta en una diferencia
de méas de 10 veces en la viremia en el dia 50. Para determinar si la poblacion de virus dominante todavia portaba el
gen informador de GFP, lo que resultaba asi en la expresion de GFP en las células infectadas, se realizaron ensayos
de formacion de focos virales con muestras de sangre de portadores de r3LCMV-GFP"aty r3LCMV-GFP2t tomadas el
dia 127 después de la infeccion y se tifieron para la nucleoproteina o el gen informador GFP (Fig. 4B). Mientras que
la tincién de sangre aislada de portadores de r3LCMV-GFP2" dio como resultado cantidades iguales de focos con
deteccion de anticuerpos anti-NP y anti-GFP (ambas evaluaciones indican independientemente titulaciones virales en
el rango de 103 PFU/mlI), fueron evidentes nimeros al menos 100 veces mas altos de focos totales (NP+) r3LCMV-
GFPrat que los focos que expresan GFP. Las titulaciones virales de al menos 10* PFU/mI se midieron en base a la
deteccion anti-NP, mientras que dos de cada tres ratones no mostraron ninguna infectividad positiva para GFP
detectable y un ratdén tenia una fraccion residual de focos positivos para GFP en el rango de 100 PFU/ml,
correspondiente al limite inferior de deteccion de nuestros ensayos. La expresion de GFP de células infectadas
también se evalu6 mediante microscopia de fluorescencia (datos no mostrados). Los focos fluorescentes de GFP eran
practicamente indetectables cuando se analizaba sangre de portadores de r3LCMV-GFP"&, mientras que los
recuentos manuales de focos positivos para GFP de sangre de portadores de r3LCMV-GFP2 concordaron con los
resultados de las titulaciones obtenidos con el ensayo de formacién de focos anti-NP. La expresion del gen informador
se verifico adicionalmente mediante analisis de citometria de flujo de PBMC de ratones infectados en el dia 120
después de la infeccién. Encontramos que mas del 10 % de los monocitos/macréfagos CD11b+GR1- fueron positivos
para GFP en animales infectados con rSLCMV-GFP2t mientras que la sangre de r3LCMV-GFP" evidencié solo niveles
de fondo de GFP, que fue comparable a los animales infectados con r2LCMYV no fluorescente (Fig. 4C-E). Este hallazgo
apoy6 aun mas la hipétesis de que los virus trisegmentados con GP en su posicién natural pierden la expresién del
gen informador con el tiempo, mientras que la transposicion de la GP en la yuxtaposicién artificial 3'UTR previno la
pérdida del transgén.

5.2.5 Los virus trisegmentados con GP en la posicion natural pueden recombinar sus dos segmentos S dando
lugar a un solo segmento S con duplicaciones de IGR parciales o completas que flanquean un rudimento de
secuencia transgénica
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La Figura 4 mostré viremia elevada y pérdida de la expresion del gen informador en ratones infectados con r3LCMV-
GFP™. Por lo tanto, se planted la hipdtesis de que un evento de recombinacion podria explicar este resultado
experimental. La recombinacién entre segmentos debe combinar GP y NP en el mismo segmento S, evitando la
necesidad de un segundo segmento S en el ciclo de replicacién viral. Tal evento podria haber explicado la viremia a
nivel del virus de tipo salvaje, en combinacién con la pérdida de la expresion del gen informador. Para ensayar esta
posibilidad, se aislé el ARN viral del suero de ratones infectados y se us6 un par de cebadores que se unian a las
secuencias NP y GP, respectivamente, para amplificar selectivamente por RT-PCR solo las moléculas de ARN
recombinadas supuestamente, que portan ORF de NP y GP en orientacién ambisentido en un segmento de ARN. Los
fragmentos de PCR resultantes se analizaron por electroforesis en gel (Fig. 5A). Los sueros de todos los portadores
de r3LCMV-GFP" dieron lugar a productos de PCR dependientes de RT, mientras que los portadores de r3LCMV-
GFP2ty los controles sin tratar no mostraron bandas especificas. Las reacciones de PCR de control se realizaron en
muestras de ARN tratadas con simulaciéon de RT para descartar contaminaciones de ADNc como fuente de producto
de PCR. Los resultados de la secuenciaciéon de tres portadores individuales de r3LCMV-GFP" se representan
esquematicamente en la Fig. 5C. Los tres ratones contenian segmentos de ARN viral de secuencias distintas, pero
con un patrén similar: las porciones C-terminales de GP y NP se encontraron en orientacion ambisentido en un
segmento de ARN. Entre ellas, ambas regiones intergénicas, es decir, la del segmento que expresa NP y la del
segmento original que expresa GP fueron retenidas al menos parcialmente, separadas por un fragmento de uno o
ambos genes informadores de GFP en los segmentos S parentales del virus trisegmentado. La direccion y la longitud
del fragmento de GFP variaron entre las tres especies de ARN recuperadas de ratones individuales, 1o que era
indicativo de eventos de recombinacion independientes. En apoyo adicional de esta nocién, se recuperé exactamente
la misma secuencia de ARN recombinada de dos muestras consecutivas tomadas del mismo ratén con un intervalo
de mas de tres semanas entre el muestreo. En base a las secuencias del segmento S recombinadas obtenidas,
propusimos un mecanismo molecular, como se describe esquematicamente en la Fig. 7 y se describe en la leyenda
de lafigura, mediante el cual r3LCMV-GFP"a recombina sus dos segmentos S, lo que da lugar a la pérdida transgénica
y a la reversion fenotipica al virus de tipo salvaje. Los esquemas de la Fig. 7 también explican por qué, de acuerdo
con el mecanismo propuesto de recombinacién del segmento S, rBLCMV-GFP! no puede recombinarse y reunir sus
ORF de NP y GP en un segmento S funcional.

5.2.6 El r2LCMV recombinante con dos IGR en el segmento S es viable y crece a titulaciones similares a las del LCMV
bisegmentado con solo una IGR en el segmento S.

Los datos de secuenciacion anteriores revelaron un patron consistente de elementos genéticos virales en segmentos
S recombinados entre los cuales la duplicacion (al menos parcial) de la IGR fue particularmente notable y
caracteristica. Sin embargo, los arenavirus con repeticiones de regiones intergénicas en un segmento S no se
conocian. Sin embargo, un bucle de doble tallo se encuentra naturalmente en el arenavirus Mopeia del Viejo Mundo.
Por lo tanto, clonamos el segmento S reordenado del portador #3 de r3LCMV-GFP"a con las dos IGR y el remanente
de GFP en un plasmido de expresién del segmento S dirigido por pol-1 y rescatamos el virus respectivo. La cinética de
crecimiento de este virus (r2LCMV_2IGRs) en las células BHK-21 se comparé con r3LCMV-GFP" trisegmentado y
r2LCMV bisegmentado (Fig. 6). Las titulaciones infecciosas sin células de r2LCMV_2IGR excedieron las de r3LCMV-
GFPM ya en los puntos de tiempo tempranos y alcanzé titulaciones maximas idénticas como r2LCMV (1,7 x 107
PFU/ml frente a 1,6 x 107 PFU/mI, respectivamente). Es importante destacar que r2LCMV_2IGRs crecid a titulaciones
maximas considerablemente mas altas que su r3LCMV-GFP" trisegmentado parental, atestiguando la ventaja
selectiva de la recombinacion entre segmentos a pesar de la duplicacion de la IGR durante este proceso.

5.2.7 El rBLCMV recombinante que expresa ovoalbumina (OVA) induce una respuesta rapida, fuerte y polifuncional
de células T CD8+ especificas de OVA.

Para ensayar la utilidad de la tecnologia de administracién del vector r3LCMVa" para fines de vacunacién, generamos
el vector de vacuna rSLCMV-OVA2! con una organizacién genémica analoga a rSLCMV-GFP2! (Fig. 1C), pero con dos
genes de ovoalbumina (OVA) en lugar de los genes de GFP respectivos en el Gltimo virus. Inmunizamos ratones
C57BL/6 por via intramuscular (i.m.) con 10* PFU de rSLCMV-OVA?21y ocho dias después analizamos la respuesta
de las células T en el bazo. Para comparar con una plataforma de vector ampliamente utilizada, inmunizamos un
segundo grupo de ratones C57BL/6 con 108 particulas de un vector basado en adenovirus 5 con E1 delecionado
deficiente para la replicacién que también expresa OVA (rAd5-OVA). La frecuencia de las células T CD8+ especificas
de OVA que reconocen el epitopo SIINFEKL derivado de OVA inmunodominante estaba en el rango del 10 % de las
células T CD8+ en el grupo de vacuna de r3LCMV-OVA2", que fue significativamente mayor que en el grupo rAd5-
OVA (Fig. 8A). Las respuestas de las células T CD8+ inducidas por rSLCMV-OVA&!no solo fueron de gran magnitud
sino también altamente funcionales, segin lo determinado por los ensayos de citoquinas intracelulares, lo que revela
que la mayoria de las células T CD8+ inducidas por r3LCMV-OVA?2" reactivas para SIINFEKL produjeron IFN-y en
respuesta a la estimulacion peptidica, y que una proporcién considerable coprodujo TNF-a y/o IL-2. Esto demostro la
utilidad de la tecnologia del vector r3LCMV-OVA?&! para la administracién de vacunas.

5.2.8 EI LCMV trisegmentado induce células T CD8+ de memoria polifuncionales.

Para abordar la cuestion de si los vectores rSLCMV inducen células T CD8+ de memoria funcionales, inmunizamos
ratones C57BL/6 con 10e5 PFU de rSLCMV-OVA&ti.v. y analizamos las respuestas de células T CD8+ especificas de
OVA (especificas de SIINFEKL) en el bazo en el dia 25. Un grupo control de referencia de ratones se vacuné con
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10e8 particulas virales (vp) de vector adenoviral (rAd) recombinante con E1 delecionado que expresaba OVA por la
misma ruta. Las células T CD8+ especificas de OVA que producen IFN-y, TNF-a y/o IL-2 tras la estimulacion peptidica
se evaluaron en ensayos de citoquinas intracelulares estandar tras la estimulacién con péptidos SIINFEKL. Se
determiné la frecuencia (Figura 9A) y el niumero absoluto (Figura 9B) de células productoras de citoquinas como se
indica en el gréafico. Los ratones inmunes r3LCMV-OVA?a* exhibieron frecuencias y nimeros significativamente mas
altos de células T CD8+ especificas de OVA polifuncionales que coproducian IFN-y/TNF-a e IFN-y/TNF-o/IL-2 que los
ratones inmunes rAd-OVA.

5.2.9 EI LCMV que codifica el antigeno induce respuestas de células T especificas frente a antigenos extrafos y
propios.

Para investigar si los vectores rSLCMV2" pueden ser explotados para inducir respuestas de células T CD8 + frente a
autoantigenos expresados en tumores, inmunizamos ratones BALB/c con vectores r3LCMV2a que expresan epitopos
de células T CD8+ derivadas de Her2 de rata (TYVPANASL), humanos (TYLPTNASL) o de raton (TYLPANASL)
(Figura 10). Nueve dias después, medimos las células T CD8 + especificas que producian IFN-y, TNF-a y/o IL-2 tras
la estimulacién con los péptidos respectivos en ensayos de citoquinas intracelulares. La Figura 10 muestra las
frecuencias de células T CD8+ especificas de epitopo como el porcentaje de células T CD8+ que producian la
combinacion de citoquinas indicada tras la estimulacién con el péptido cognado. Las frecuencias de las células T CD8+
productoras de citoquinas tras la reestimulacion con medio solo fueron insignificantes. Los resultados documentan que
los vectores rSLCMVa" tienen la capacidad de inducir frecuencias sustanciales de respuestas de células T CD8+
reactivas con antigenos propios de tumor.

5.2.10 El interferén-a es inducido después de la infecciéon con rBLCMV2", pero no después de la infeccion con vectores
recombinantes de adenovirus o vaccinia.

Los interferones tipo | pueden tener multiples efectos inmunoestimuladores y antitumorales. Por lo tanto, la induccién
del interferdn tipo | puede representar una caracteristica favorable de una vacuna viralmente vectorizada. Realizamos
mediciones de ELISA para determinar las concentraciones de interferdn alfa en el suero de ratones inmunizados con
r3LCMV-OVA?21, rAd-OVA o virus vaccinia recombinante que expresa OVA (rVacc) 24, 48 o 72 horas antes (Figura
11). rBLCMVa, pero no rAd ni rVacc, indujeron una respuesta sistémica de interferon alfa detectable y sostenida (al
menos 48 horas). Esto atestigua la capacidad de los vectores r3LCMVat para inducir fuertes respuestas inmunes
innatas.

5.2.11 Crecimiento del cultivo celular de r3JUNV-GFP2 en comparacién con r3JUNV-GFP" y la cepa parental de
Junin, Candid #1.

Por analogia con los vectores r3LCMV-GFP" y r3LCMV-GFP2", portadores de un genoma como se muestra en la
Fig. 1B, preparamos por ingenieria r3JUNV-GFP" y r3JUNV-GFP2", que consisten en vectores basados en la cepa
de la vacuna Junin trisegmentado Candida #1 que portan los genes de GFP en cada uno de sus dos segmentos S
respectivos (r3JUNV-GFP"t y r3JUNV-GFP2"). Ensayamos sus propiedades de crecimiento en células 293T, que
infectamos a una multiplicidad de infeccion de 0,01 y recogimos el sobrenadante con el tiempo (Fig. 12). Encontramos
que r3JUNV-GFP2 crecié mas lentamente que su cepa vacunal Junin bisegmentada parental Candid #1 (Fig. 12). Sin
embargo, crecié mas rapido que r3JUNV-GFP" (Fig. 12). Este comportamiento de crecimiento diferencial de los
vectores basados en el virus Junin trisegmentado fue paralelo a las tasas de crecimiento de los vectores rS3LCMV-
GFPnay r3BLCMV-GFP2" (Fig. 1D).

5.2.12 JUNV trisegmentados son draméaticamente atenuados in vivo, y ”3JUNV-GFP", pero no r3JUNV-GFPa", pierde
la expresion de GFP después de una replicacion prolongada in vivo.

Para investigar la estabilidad genética de r8JLUNV-GFP" y r3JUNV-GFP2", infectamos ratones AGRAG (IFNa/BR-/-,
IFNyR-/-, RAG-/-) con 7x10e4 PFU de cualquiera de estos vectores que expresan GFP. Para fines de comparacion,
un tercer grupo se infectd con el virus Candid #1 bisegmentado de tipo salvaje. El dltimo virus se detecto facilmente
en la sangre de todos los ratones infectados sobre el dia 20 después de la infeccion (Figura 13A), mientras que los
virus trisegmentados permanecieron indetectables durante al menos 40 dias. Este hallazgo documenté el crecimiento
atenuado in vivo como resultado de la reorganizacion del genoma, extendiendo nuestros hallazgos con los vectores
rBLCMV-GFP en la Fig. 4A a los vectores basados en Junin. Después del dia 40, r3JUNV-GFP" y r3JUNV-GFPat
también fueron detectables en varios animales en cada grupo (Figura 13A). Sin embargo, es importante destacar que
algunos de los ratones infectados con r3JUNV-GFP" alcanzaron cargas virales en el rango de los ratones infectados
con Candid #1 de tipo salvaje, mientras que los ratones infectados con r3JUNV-GFPatvirémicos retuvieron una carga
viral méas baja que los controles infectados con Candid #1.

Para determinar si la poblacién de virus dominante en estos animales virémicos todavia portaba el gen informador de
GFP, dando lugar asi a la expresion de GFP en las células infectadas, realizamos ensayos de formacion de focos
virales con muestras de sangre de portadores de r3JUNV-GFP" y r3JUNV-GFP2" tomadas en el dia 120 después de
la infeccion. Comparamos las titulaciones infecciosas de virus que retienen la expresién de GFP (anti-GFP, Fig. 13B)
y la infectividad total del virus Junin (anti-NP, Fig. 13B). Las titulaciones de rSBJUNV-GFP2" estaban en rangos similares
cuando se determinaron mediante un ensayo de inmunofoco anti-GFP o anti-NP, documentando que la mayoria de la

57



10

15

20

ES 2811093 T3

poblacién de virus retuvo la expresién de GFP. Por el contrario, en la sangre de los cuatro animales infectados con
r3JUNV-GFP" con la viremia mas alta (comparable a Candid #1 tipo salvaje), la titulacion infecciosa anti-GFP fue al
menos 10 veces menor que la titulacion infecciosa total seguin se determin6é mediante tincion de NP. Esto documento
que r3JUNV-GFP2", pero no r3JUNV-GFP"®, retuvo de forma estable el transgén de GFP in vivo.

5.2.13 Las combinaciones homélogas y heterélogas de cebado-refuerzo de vectores de vacuna basados en LCMV y
JUNV trisegmentados inducen fuertes respuestas de células T CD8+ especificas de autoantigeno P1A.

A continuacion investigamos si los vectores basados en rSLCMVat y r3JUNVa pueden usarse en combinaciones
homologas y heterdlogas de cebado-refuerzo para inducir respuestas de células T CD8+ especificas de autoantigeno
tumoral. Construimos vectores basados en rSLCMVa! y r3JUNV2t que expresan el autoantigeno P1A derivado de
mastocitoma de ratén P815 (SEQ ID NO: 24) (r3LCMV-P1A2" (SEQ ID NO: 18, 19, 20) y r3JUNV-P1A2" (SEQ ID NO:
21, 22, 23)). Estas construcciones de vacunas se usaron para inmunizar ratones BALB/c i.v. en combinaciones
homoélogas y heterélogas de cebado-refuerzo como se muestra en la Figura 14. Tanto r3LCMV-P1A2* como r3JUNV-
P1A2" indujeron células T CD8+ especificas del epitopo P1A cuando se administraron en vacunacién homéloga de
cebado-refuerzo, seglin se determind a partir de sangre usando tetrameros H-2L9 cargados con el péptido
LPYLGWLVF (epitopo P1A 35-43). Las frecuencias medias de las células T CD8+ especificas del epitopo en el dia 63
del experimento fueron del 1,2 % (r3JUNV-P1A3") y 3,9 % (r3LCMV-P1Aa"), respectivamente. Ademas, los animales
cebados con r3JUNV-P1A21y reforzados con r3LCMV-P1A2" de manera heteréloga, produjeron respuestas alin mas
altas con frecuencias promedio de células T CD8+ especificas del epitopo del 19,5 % en el dia 63. Las frecuencias de
animales cebados con r3LCMV-P1Aat y reforzados con r3JUNV-P1A2t (3,1%) fueron comparables a aquellos
sometidos a vacunacién homéloga de cebado-refuerzo con rSLCMV-P1Aa,

7. Listado de secuencias

SEQ D NO. [Descripcion Secuencia

1 Segmento S de LCM, secuencia| cgcaccgggg atcctagget ttitggattg
completa. El segmento gendémico es| Cgctttecte tagatcaact gggtgteagg 60
ARN, la secuencia en SEQ ID NO: 1 se
muestra para ADN; sin embargo, el
intercambio de todas las timidinas ("T") en
SEQ ID NO: 1 por uridinas ("U")
proporciona la secuencia de ARN.
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SEQID NO.

Descripcion

Secuencia

ccctatecta
tgacaatgtt
tcgatgaggt
tgcttategt
tctacaattt
cattgatcag
ggtcctgtgg
ccgacattta
agtcagtgga
acctgaccat
acaactccca
cttctggact
attccatcat
tgacctctge
accacacact
tacacctcag
ataaggcagt
gcataaccat
cagatcgaca
gaaccttcag
ttagaactgce
ggagtggctg
gcaagaccac
accaatacct
gggaaaacca
ttgggatgtce
agaagactaa
cgggcacatt
cttcaggggt
gcctgaccaa
agcttaagtg
cgaaatgcaa
tctgtgacat
acaaggctge
acgtagaatc
caacagtgaa
tactgatgag
tgggggtgcce
tttggtacct
aaactagtgt
ccaatggtte
tcagtgatca
acatgattac
acataaagag
cattgatgga
ctgcatatcect
ttgtcaaaat
aaggtggctc
taaccaacaa
catttaaggt
ggaaaagacg
gactctccac
agggaggccc
aacatttggg
tggcagaatg
tgggagcctt
aatgatgcag
ggtgatctct
tattccagta
atatttgtce
cctegaaget

cagaaggatg
tgaggctetg
gatcaacatt
gatcacgggt
tgccacctgt
tttcctactt
catgtacggt
caaaggadtt
gtttgatatg
gcccaacgca
ccattacatc
agaattgacc
cagtcacaac
cttcaacaaa
catgagtata
tatcagaggg
atcetgegac
ccaatacaac
aagtgctcag
aggtagagtc
cttcgggggg
gggctggaca
ctggtgtage
gattatacaa
ctgcacatat
caggattctc
gttcttcact
cacctggact
ggagaatcca
atggatgatt
tttecgggaac
tgtaaatcat
gctgcgacta
tttgagtaag
tgcecttgeac
ttctttgatt
gaaccacttg
atattgcaat
agaacatgca
ccccecaagtge
ttacttaaat
aatcgaacag
agagatgttg
gcaggggagt
ccttetgatg
agtcagcatc
accaacacac
atgtccaaag
aggaatttgt
gcectggtgta
ctgaagaaca
ctcgaaagag
agagggtett
cctctaaaaa
ttgtgaacag
gctttggagg
tccatgagtg
ttcttetttt
tgcatcttac
cacactttgt
tccetggtcea

ggtcagattg
cctcacatca
gtcattattg
atcaaggctg
gggatattcg
ctggctggca
cttaagggac
taccaattta
tcacatctga
tgttcagcca
agtatgggga
ttcaccaatg
ttttgcaatc
aagacctttg
gtttcgagec
aactccaact
ttcaacaatg
ttgacattcet
agccagtgta
ctagatatgt
aaatacatga
ggctcagatg
cagacgagtt
aatagaacct
gcaggtccectt
ctttcccaag
aggagactag
ttgtcagact
ggtggttatt
cttgctgcag
acagcagttg
gatgccgaat
attgactaca
ttcaaagagg
ttattcaaaa
tcagatcaac
agagatctga
tactcaaagt
aagaccggeg
tggcttgtca
gagacccact
gaagccgata
aggaaggatt
acccecctag
ttttccacat
ttcetgeace
aggcacataa
ccacaccgat
agttgtggtg
aaaaccgtet
gcgecteecet
gtggagagtc
agagtgtcac
ttaggtcatg
ttttcagatc
cgctttcaaa
cacagtgecgg
tgtcccttac
acaaccagcc
cttcatactce
tttcaacatc

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

59
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SEQID NO.

Descripcion

Secuencia

gataagctta
gtccagaagc
ttgacagctt
agcacctata
ttgcgecattyg
gccgtgtgag
ttgtttttga
gtgtatgaac
aattgctatt
accctcaatg
ggggtcaatt
aagcattgtc
ctgaggtgga
cctgggtgaa
tgtgagatca
tctecececaca
gtatggccat
tttatagagg
gtccccaact
gagttttctce
caagaggtcc
caaaattgac
caacagggct
accaagacta
gatgctggac
cagaactggg
aagatcatta
gtaaagcaag
tacaacgtca
tttggccata
cattgtgcca
tgagtctttc
accacttgca
cccaactatc
gtctagttgce
atatacccct
cctecatgate
gtcagccgea
actgagcctce
ctttgatgtt
atgtacagtc
ctgtaggtct
cctecatgate
agagaagtcc
tgcatcctta
tgatgtgaag
tgecttgegte
cttagacaag
tttctcaaga
taggatccac

atgtccttec
tttctgatgt
agaaccatcc
actgacgagg
aagaggtcgg
tacttggaat
tcaacgggtt
tgcecegttet
tccactggat
tcaatccatg
cctececatga
tggctgtage
cctgetgete
ttgactgcag
attgttgtgt
atcgatgttce
ccttcecacctg
atgttttcat
tggtctgaaa
ttggccecega
tcgetgttge
tctaacatgt
gcecectgect
aagttatagc
tgctgttcag
tgcttgtctt
agatttggat
ccaaggtctg
ttgagcggag
caagccatag
aattgattgt
acatcccaaa
ccetgetgag
tgtaggatct
tgtgttgtta
gaagcctggg
ttggccttea
agagacatca
cccactttca
gactttaaat
tggttgagac
ttgtcatctce
ctctgaacat
aacccattca
atgacagcag
ctctgecaatt
cattggaagc
gacatcttgt
caaatgcgca
tgtgcg

tattctgtga
catcggagcce
cctgecggaag
tcaaccecgygg
caagatccat
cttgcttgaa
ccectgtaaaa
gtggttggaa
cattaaatct
taggagcgtt
ggtcttttaa
ttaagcccac
caggcgctgg
gtttctcgcet
tttcececatge
tacaagctat
aaaggcaaac
aagggttcct
caaacatgtt
gaactgccectt
ttggcttgat
tacccccatc
tcacggcage
cagaaatgtt
tgatgacccc
tcagccetttce
acttgactgt
tgagcgcettg
tctgtgactg
ttagacttgg
tcaaaagtga
ctcttaccac
gctttctecat
gagatctttg
agttccccat
gcctttecaga
gcttctcaag
gttcttctge
aaacattctt
ccacaagaga
ttctgagtcet
tcttttectt
tgctgacctc
gaaggttggt
ccttcacatc
ctcttctcaa
tcttaacttce
tgctcaatgg
atcaaatgcc

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

Segmento S del Clon 13 de LCMV,
secuencia completa (GenBank:
DQ361065.2). El segmento gendémico es
ARN, la secuencia en la SEQ ID NO: 2 se
muestra para ADN; sin embargo, e
intercambio de todas las timidinas ("T") en
la SEQ ID NO: 2 por uridinas ("U")
proporciona la secuencia de ARN.

gcgcaccggg
gegetttect

gccctatccet
gtgacaatgt
atcgatgagg
gtgcttatcg
gtctacaatt
gcattgatca
aggtcctgtg
cccgacattt
aagtcagtgg

gatcctaggc
ctagatcaac
acagaaggat
ttgaggctct
tgatcaacat
tgatcacggg
ttgccacctg
gtttcctact
gcatgtacgg
acaaaggagt
agtttgatat

tttttggatt
tgggtgtcag
gggtcagatt
gcctcacatce
tgtcattatt
tatcaaggct
tgggatattc
tctggetgge
tcttaaggga
ttaccaattt
gtcacatctg

60

120

180

240

300

60
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SEQID NO.

Descripcion

Secuencia

aacctgacca
aacaactccce
acttctggac
gattccatca
ctgacctcetg
gaccacacac
ctacacctca
tataaggcag
ggcataacca
tcagatgcac
agaaccttca
tttagaactg
aggagtggcet
ggcaagacca
taccaatacc
tgggaaaacc
tttgggatgt
gagaagacta
gcgggcacat

tcttcagggg
tgcctgacca
gagcttaagt
gcgaaatgca
ttctgtgaca
aacaaggctg
gacgtagaat
acaacagtga
ctactgatga
atgggggtgc
ttttggtacc
gaaactagtg
accaatggtt
ttcagtgacc
aacatgatta
tacataaaga
gcattgatgg
tctgecatate
cttgtcaaaa
aaaggtggcet
ttaaccaaca
gcatttaagg
tggaaaagac
tgactctcca
cagggaggcec
caacatttgg
gtggcagaat
ctgggagect
aaatgatgca
gggtgatctc
ctattccagt
catatttgtc
ccctegaage
cgataagett
agtccagaag
cttgacagct
gagcacctat
gttgcgeatt
tgcecgtgtga
attgtttttg
agtgtatgaa
aaattgctat

tgcccaacgce
accattacat
tagaattgac
tcagtcacaa
ccttcaacaa
tcatgagtat
gtatcagagg
tatcctgecga
tccaatacaa
aaagtgctca
gaggtagagt
cctteggggg
ggggctggac
cectggtgtag
tgattataca
actgcacata
ccaggattet
agttcctcac
tcacctggac
tggagaatcc
aatggatgat
gtttcgggaa
atgtaaatca
tgctgcgact
ctttgagtaa
ctgccttgea
attctttgat
ggaaccactt
catattgcaa
tagaacatgc
tcceccaagtg
cttacttaaa
aaatcgaaca
cagagatgtt
ggcaggggag
accttctgat
tagtcagcat
taccaacaca
catgtccaaa
aaggaatttg
tgcctggtgt
gctgaagaac
cctecgaaaga
cagagggtcet
gcctctaaaa
gttgtgaaca
tgctttggag
gtccatgagt
tttettettt
atgcatctta
ccacactttg
ttceectggte
aatgtcctte
ctttectgatg
tagaaccatc
aactgacgag
gaagaggtcg
gtacttggaa
atcaacgggt
ctgceccegtte
ttccactgga

atgttcagcec
cagtatgggg
cttcaccaat
cttttgcaat
aaagaccttt
agtttcgage
gaactccaac
cttcaacaat
cttgacattc
gagccagtgt
cctagatatg
gaaatacatg
aggctcagat
ccagacgagt
aaatagaacc
tgcaggteccet
ccttteccaa
taggagacta
tttgtcagac
aggtggttat
tecttgetgea
cacagcagtt
tgatgaagaa
aattgactac
gttcaaagag
cttattcaaa
ttcagatcaa
gagagatctg
ttactcaaag
aaagaccggc
ctggettgte
tgagacccac
ggaagccgat
gaggaaggat
tacccccecta
gttttccaca
cttectgeac
caggcacata
gccacaccga
tagttgtggt
aaaaaccgtc
agcgcctcce
ggtggagagt
tagagtgtca
attaggtcat
gttttcagat
gcgcetttcaa
gcacagtgcg
ttgtccctta
cacaaccagc
tcttecatact
atttcaacat
ctattctgtg
tcatcggage
ccetgecggaa
gtcaaccecgg
gcaagatcca
tcttgettga
tcecetgtaaa
tgtggttgga
tcattaaatc

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

61
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SEQID NO.

Descripcion

Secuencia

taccctcaat
tggggtcaat
aaagcattgt
cctgaggtgg
gcctgggtga
ttgtgagatc
ctctceeccac
tgtatggcca
ctttatagag
tgtccecaac
tgagttttct
tcaagaggtc
tcaaaattga
ccaacagggc
caccaagact
tgatgctgga
ccagaactgg
caagatcatt
tgtaaagcaa
gtacaacgtc
gtttggccat
gcattgtgcc
atgagtcttt
caccacttgce
tcccaactat
ggtctagttg
tatatacccce
acctcatgat
ggtcagccge
cactgagcct
tctttgatgt
aatgtacagt
tctgtaggte
tcctcatgat
cagagaagtc
ttgcatcctt
ctgatgtgaa
atgcttgegt
ccttagacaa
gtttctcaag
ctaggatcca

gtcaatccat
tcecteccatg
ctggctgtag
acctgetget
attgactgca
aattgttgtg
aatcgatgtt
tccttceacct
gatgttttca
ttggtctgaa
cttggccecceg
ctcgetgttg
ctctaacatg
tgccectgece
aaagttatag
ctgctgttcea
gtgettgtet
aagatttgga
gccaaggtct
attgagcgga
acaagccata
aaattgattg
cacatcccaa
accctgetga
ctgtaggatc
ctgtgttgtt
tgaagcctgg
cttggceccttce
aagagacatc
cccecacttte
tgactttaaa
ctggttgaga
tttgtcatct
cctctgaaca
caacccattc
aatgacagca
gctctgcaat
ccattggaag
ggacatcttg
acaaatgcgce
ctgtgcg

gtaggagcgt
aggtctttta
cttaagccca
ccaggcgcetg
ggtttctecge
ttttccecatg
ctacaagcta
gaaaggcaaa
taagggttcc
acaaacatgt
agaactgcct
cttggcttga
ttaccceccat
ttcacggcag
ccagaaatgt
gtgatgaccc
ttcagecettt
tacttgactg
gtgagcgcett
gtctgtgact
gttagacttg
ttcaaaagtg
actcttacca
ggctttctcea
tgagatcttt
aagttcccca
ggcctttecag
agcttctcaa
agttcttcetg
aaaacattct
tccacaagag
cttctgagtc
ctettttecet
ttgctgacct
agaaggttgg
gccttcacat
tctecttcectea
ctcttaactt
ttgctcaatg
aatcaaatgc

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

Segmento L del Clon 13 de LCMV,
secuencia completa (GenBank:
DQ361066.1). El segmento genémico es
ARN, la secuencia en la SEQ ID NO: 3 se
muestra para ADN; sin embargo, e
intercambio de todas las timidinas ("T") en
la SEQ ID NO: 3 por uridinas ("U")
proporciona la secuencia de ARN.

gcgcaccggg
gctgtttggt
gctgtcagaa
tgggtcaagg
gcaccaatag
taccagatac
gctgcaaatce
gcttggtaag
gcaggcactg
tatccgacag
cattaccaac
ccccaagcetce
aacaccgtcc
gcccagcaca
acgcacacag
cacgcacaca
cgcacgegcec
cceceeecgggyg
ggcggagecc
gatgtccteg

gatcctagge
tgcacaactt
gtggacctgg
caagtccaga
tacaaacagg
cacctatctt
ttgctggcag
atgccatgac
tttaaacctt
gtgtcctett
cagattgaag
tccacctecc
ggccccggec
agggaaccgc
acacagcacc
cacacacaca
cccaccaccg
ggcggeeecc
cacggagatg
gccaccgace

gtttagttge
tcttegtgag
ctgatagcga
gaggagaaag
gccgaaatcce
ggccctttaa
aaatttgaca
cactaccttt
ctgctgtcag
tgtaaatatc
atatcaacag
tacgaagagt
ccgacaaaca
acgtcaccca
caacacagaa
cacacccaca
gggggcgecc
cgggageccg
cccatcagtce
cgcccagceca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

62
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SEQID NO.

Descripcion

Secuencia

atcgtegeag
cctgeceecee
gctectagat
atccttaaag
cgacagtgga
tatacatagt
ctctgaaccce
gaatcgatgc
atcactaatc
tgctagaaag
cagcttcaca
tcttecettea
agtcagtggce
aactctctca
atccagtatt
aagctcaaga
atcttccatg
tctgatatca
gaagacagag
gcattcatcecce
acccttaaag
ttcagccaca
cctaaccaag
taaacagtca
aaagtccact
cececttttgtg
cagatccttt
gtttgtcagg
agcattacac
agagaaccac
attcctaaac
gttcaccacc
ggggcccagt
tggcatcatt
aaaattgcct
aaattctcga
ctgttttaag
cgtgctaaca
ggagtcagat
gtcagaaaac
ccttttecac
tgacaaggat
aacacagagg
actccacctce
agacataaat
gatcttggga
aatcacttgg
cagtagccectt
tacataatca
agttaggttce
ggtcggttcet
ctcaaaagag
gtagtcccaa
tatatgatca
ctgtttgtca
atccegattg
atctgtggtt
gatatacaga
cacacacctg
gcctataaag
gaaagctgac

gacctceccet
actgtttcat
ttgctaaaac
gcgaaccagt
atcagcagaa
tcctggagga
aacaaatgtt
aggaagaggt
ttttcatagc
actttcatgt
atgatatttt
aaaagggcac
acaggctccce
aagtcaatag
cttttggagce
gaatcaccaa
taatcctcaa
aagacaccat
tctgtccteca
aacattcttc
aggtgagagc
cctggattet
aatatcaatg
gtattattct
gaaattgaaa
tagttgagca
aaggatttaa
ccetgcectaa
acaacatctc
ccaaaaccaa
ataggcctet
tttgagacaa
gcctcagceac
tctttatgag
aatgtcctgg
acaaatgatt
aagttcttge
acaaattcat
cgetgatgag
agaacagtgt
ttaacaacat
tctgagttaa
tcaaggaatt
atgttttttg
ggaagaagct
tatagcecgec
ttcaaattca
gagctctcag
catgggttta
tcactgttat
gctaggaccc
ttgctcaatg
agaagaggcc
cggtgggcett
caaatgtaca
caaactcttg
agatcctcaa
ttttccctat
cttectagag
ccagatgaga
ttgttgattg

tgagtctaaa
acatcaaagt
aaagtctgca
ctggcaaaag
tagatctgte
ttacacttat
caccagttct
tceccaaggac
cctcaagtece
ccttggtete
ggacaaggtt
ccatctttac
actcaggtcce
atctaatccc
ccaacaacte
gtatcaaggg
actcttcaga
cgttcacctt
gtaagtggag
tatctatcte
atgataaaag
gtaattggca
aaaatttcct
gattgtgegt
actccaatac
tgtagtccca
atgcctttgg
tcaacatggce
ccattcggta
actgcaaatc
ccacattttt
atgattgaaa
catcttcaga
ggaaccatga
ttgttgcaac
caaaatacac
agacatccct
caaccagact
aattggcaag
aatgttcatc
gagaaatgag
tatcaattaa
taattctggg
agctcatgtce
gatcctcaaa
tcacagattg
ctttgtccte
gctttettge
agtgcttaag
tettecettt
aaacacccaa
aaatacaaat
ttaaaaggca
ctggatgaga
gcgttatacce
tcacatgatce
gcagcttttt
ttttgtttet
ttttgcaaag
tacaactctg
cttctgacag

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

63
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SEQID NO.

Descripcion

Secuencia

cagcttetgt
acaaagtttg
tgatgggatt
cactgatgga
aaccatcctt
attcaaccag
cagatcttct
caattgaaga
gttaaatagg
aaattcacca
tttccttaca
ttcattagga
ttgtattctg
ccaatcttte
tagaaatgga
ctttaggagg
actattaact
tgcgatgget
tgtttcacaa
cttgacattg
ctttgtgaga
tacatagaat
gaacctccca
aaatttgttt
ttggaattcc
cggatcactt
cctatcaaat
tgatgtgtaa
gataacacca
ctcgctaagce
attatgcaag
aaggctggat
catttcaaaa
agtaacagtt
ttttagectte
cattgecattce
gacaagctta
agtgctaaca
atactggtca
tagaaacatt
cattggtccce
atagtttaag
agtcattgac
cttatcattg
gaaacttgaa
tattaacctt
atctccaata
aacctgctct
cagcctteca
gtatgatgtt
gcacagattt
ttgtgtcaac
ctcagaatta
cacgtcttcet
tttgaaattc
cctgtattte
catttgcaac
aaaccaatca
acaaaggttt
acactgatct
caaaggtgac

gcacccettg
ttctggagtg
ctttectett
taaaccacct
aatgggaaca
ttaacatctg
tcaagaccga
atggcctcect
tctaagaaaa
tttttgagct
agctttctta
cacagttecct
taacctctag
acatcagtgt
tccaaaggga
tccagtgtte
agggagactg
tgatctgcaa
agttgatgtg
tgtagcgetg
agagggactt
ctagatttaa
gccacacttt
aacaagccgce
aacaggacaa
acaaccaggt
aaagtgatct
gcetetggte
atgcagtagt
aaaccataga
attcecctgece
atatgggatg
tattgtctga
gtttctgaac
gacttgacat
acaacaggaa
tgcatgtgec
tgatctttec
tcacctagtt
aagaacaaaa
catttgetgt
aaccctteccce
aagattgcat
tttaaacagg
aaagactcaa
gtgaacattt
tagagttctce
ttataagata
gagtcaggac
ggtgattctt
ttcaaagcag
gacagagctt
cttteectet
tccagtttgt
aagccttgcece
cctgagtacg
agaatcatct
ttctcagaaa
tttgccatet
ttaatgactg
agctctgtgg

tgaatttact
tcttgatcaa
ggaaagtcat
tttgtcttaa
tttcattcaa
ctaactgatt
ggaggtctcc
ttttatctct
attcttcatt
tatgatgcag
caacctttgt
caatgagtct
aaccatccag
tggtattcag
aattggcata
tecetttggat
ggacgccatt
ttgtatctat
gctctttaca
cagatacaaa
ccteececcca
attctgcagce
ttgggctgat
tcagatgaga
ggacttcctc
cactcagcect
gatcatcact
tttcgccaaa
tgatgaacct
agtcagaagc
ccatatcaat
gcactatcce
aaattctcte
ccectgagaag
atgatttcat
aggggacctce
aagttaacaa
cggaacgcac
tgagattttg
atgggcacat
gatccatact
gcacattgat
tttcaaattc
agcctgaaaa
aataatcttc
ttgtcctecaa
tatttcccece
gtgcaaattt
ctactgaggt
ctgagtagaa
cactcataca
tactaaggga
cactgattcet
cccagtcaaa
tttgcatatg
catttgcatt
tcatgcaaga
agaactttet
catcgaggcec
aggtgaaata
aaccctcaac

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260
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SEQID NO.

Descripcion

Secuencia

agcctcacag
ggttagacat
taaatggaaa
ttttecttaag
aataagctgt
atttgtaagt
attggceccte
tattgtggtg
tttgaagaag
aaaacatatt
tctccetgte
gaccaatcta
atattcatag
cttttgtttt
ttgactcaca
aaagtcatat
tagatgctta
actagcaaga
agagttagtc
cttettetet
gttgttaaat
ggcttccaga
ctgacagtca
cttcatttge
ctcaggagtg
aaaaaaacca
gaacttttca
tagcctgtea
atgacacagg
tttaaatttt
accagtacca
tctaagcagce
aggtgtgatc
cattaatgat
tattgeccatc
tacctgettt
ggtgagcatt
tgcaacctca
caaatcagga
catgatgtcet
atctgaaaaa
aggatctgca
atccgggect
agattctcca
gtattcttca
gcaaaacact
atatctcaca
tagtctagca
gtttgttaag
tcttectecagg
ctetgtgetg
aaacttcgta
tccaatttte
gaatggtatg
ttcagacagt
tcccaccact
tgcaatgaac
caattcctca
ctttgacttt
aatgaactcc
taccagccta

ataaatttca
gatgggtcaa
gatatttctg
tgagccatct
aaatgatgta
ttttctececat
ctacctette
ttgacctttt
cttgtctett
tctgeccaggt
tcttcteect
gagactaact
tctgagtgge
cttacgaaac
gcactaacaa
tccagaagtce
ttaaccacca
tctaatgcetg
atgggatcta
cectttgaaaa
gaagacacca
ttaacacctg
atttctttac
tcatagaaca
attgcttect
aattgacttt
aaacatttta
ggggtctcect
tatgacacat
gcactcaaca
aaaatagttt
ttatacacca
agatcctccc
gtagatgaaa
accaaatatc
tgatttctet
agcaacaata
atgtcggtga
catgatctaa
atcatattgt
attggtaaaa
tagaaggaaa
tgtatggagt
gtcttctggt
gagtccagtt
tctttgecatt
gaccctattt
actgagctag
gccagacaaa
ctectgtatgt
ggttggaaat
taatacatta
ataaagttct
tggcattctt
ccgtaatget
aacaggcatt
tcactaatag
aaagacacct
tttctattecce
tctttagtge
tcattcacac

tgtcatcatt
agtcttctac
acaagataac
tcectgttag
gtcettttgt
ctcetttgte
tgtaccgtge
cttcgagact
cttctccatc
tgtcttcecga
tggaaccgat
tggaaacttt
tcaacttata
tcteegtaat
gcaatttgtt
gttctccatt
cacttttgtt
tcgecacatcece
ggctgtttag
ttaaagtgcece
ttaggctaaa
gagttgtatg
tagtgaatct
cacattcttc
tggggttgac
tgggctcaaa
tctgatctgt
ttgtgatcaa
tcaacataaa
acaccttctc
ttattaggaa
ccttetecage
tcaacttatc
aatctgacac
tgacactctg
ttgttgggtt
gggtcctcag
gacagtcttt
tccatgaaat
ataagacctc
agaacctttt
ttaaatgacc
agcaccttga
ataataggtg
ttattacttg
ctaccacttg
gattttgecct
ttttecatact
cagatgataa
tcttecagetg
tgtaatcttc
tegggtgage
caaattcagt
gctcaaggtg
cgaaactcag
tttgaatttt
atgccctaaa
ttctaaacac
tcaaaagtcet
tgtgaaagct
tactatagca

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060
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SEQ ID NO. |Descripcion Secuencia
acaacccacc cagtgtttat cattttttaa 6120
ccetttgaat ttcgactgtt ttatcaatga
ggaaagacac aaaacatcca gatttaacaa 6180
ctgtctecctt ctagtattca acagtttcaa
actcttgact ttgtttaaca tagagaggag 6240
cctctecatat tcagtgectag tctcacttcece
cctttegtge ccatgggtet ctgcagttat 6300
gaatctcatc aaaggacagg attcgactgce
ctceectgett aatgttaaga tatcatcact 6360
atcagcaagg ttttcataga gctcagagaa
ttcecttgate aagceccttcag ggtttacttt 6420
ctgaaagttt ctctttaatt tcccactttce
taaatctctt ctaaacctgc tgaaaagaga 6480
gtttattcca aaaaccacat catcacagct
catgttgggg ttgatgcctt cgtggcacat 6540
cctcataatt tcatcattgt gagttgacct
cgcatctttec agaattttca tagagtccat 6600
accggagcge ttgtcgatag tagtcttcag
ggactcacag agtctaaaat attcagactc 6660
ttcaaagact ttctcatttt ggttagaata
ctccaaaagt ttgaataaaa ggtctctaaa 6720
tttgaagttt gcccactctg gcataaaact
attatcataa tcacaacgac catctactat 6780
tggaactaat gtgacacccg caacagcaag
gtcttcecctg atgcatgeca atttgttagt 6840
gtcctctata aatttcttcet caaaactggce
tggagtgctc ctaacaaaac actcaagaag 6900
aatgagagaa ttgtctatca gcttgtaacc
atcaggaatg ataagtggta gtcctgggca 6960
tacaattcca gactccacca aaattgtttc
cacagactta tcgtecgtggt tgtgtgtgca 7020
gccactcttg tctgcactgt ctatttcaat
gcagcgtgac agcaacttga gtccctcaat 7080
cagaaccatt ctgggttccc tttgtcccag
aaagttgagt ttctgceccttg acaacctctce 7140
atcctgttct atatagttta aacataactc
tctcaattect gagatgattt catccattge 7200
gcatcaaaaa gcctaggatc ctcggtgeg
7229
4 Segmento L de la cepa MP de LCMV,| gcgeaceggg gatectagge atttttgttg

seauencia _completa. EI segmentol SITRECECST CESCIRNe Sthgsacest €

gendmico es ARN, la secuencia en la| i ccaccag coatgggeca aggcaagtce 120

SEQ ID NO: 4 se muestra para ADN, SIN| aaagagggaa gggatgccag caatacgage

embargo, el intercambio de todas las| agagctgaaa ttctgccaga caccacctat 180

timidinas ("T") en la SEQ ID NO: 4 por thggagggc tgaag;gca? gtcaEGCtgg 520

O ny . H cadgagattt adagtttagt cagatgocat }

uridinas ("U") proporciona la secuencia de gagcgctatg tctgcagaga ctgccggaac

ARN. ctcootgotgt cagtotcoga caggtgocct 300
ctoctgocaaac atcecattgoco aaccaaactg
aaaatatcca cggccccaag ctetccacce 360
ccttacgagg agtgacgocoe cgagecccaa
caccgacaca aggaggecac caacacaacqg 420
CcCCcaacacgg aacacacaca cacacaccca
cacacacatc cacacacacg cgcccccaca 480
acgggggege coccocogggg gbtggooocooo
gggtgectcecgg goggagcooo acggagagge 540
caattagtcg atctectoga ccaccgactt
ggtcagccag tcatcacagg acttgecctt 600
aagtctgtac ttgccocacaa ctgtttcata
catcaccgtg ttctttgact tactgaaaca 660
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SEQ ID NO. |Descripcion Secuencia
tagcctacag tctttgaaag tgaaccagtce
aggcacaagt gacagcggta ccagtagaat 720
ggatctatcet atacacaact cttggagaat
tgtgctaatt tccgacccct gtagatgctce 780
accagttctg aatcgatgta gaagaaggct
cccaaggacg tcatcaaaat ttccataacce 840
ctcgagectcet gccaagaaaa ctctcecatatce
cttggtctce agtttcacaa cgatgttctg 900
aacaaggctt cttccctcaa aaagagcacc
cattctcaca gtcaagggca caggctccca 960
ttcaggccca atcctctcaa aatcaaggga
tctgatceceg tccagtattt tccttgagcce 1020
tatcagctca agctcaagag agtcaccgag
tatcaggggg tcctceccatat agtcctcaaa 1080
ctcttcagac ctaatgtcaa aaacaccatc
gttcaccttg aagatagagt ctgatctcaa 1140
caggtggagg cattcgtcca agaaccttcet
gtccaccteca cctttaaaga ggtgagagca 1200
tgataggaac tcagctacac ctggaccttg
taactggcac ttcactaaaa agatcaatga 1260
aaacttcctc aaacaatcag tgttattctg
gttgtgagtg aaatctactg taattgagaa 1320
ctctagcact ccctcectgtat tatttatcat
gtaatcccac aagtttctca aagacttgaa 1380
tgcctttgga tttgtcaagc cttgtttgat
tagcatggca gcattgcaca caatatctcc 1440
caatcggtaa gagaaccatc caaatccaaa
ttgcaagtca ttcctaaaca tgggcctctce 1500
catatttttg ttcactactt ttaagatgaa
tgattggaaa ggccccaatg cttcagcgcce 1560
atcttcagat ggcatcatgt ctttatgagg
gaaccatgaa aaacttccta gagttctgcet 1620
tgttgctaca aattctcgta caaatgactc
aaaatacact tgttttaaaa agtttttgca 1680
gacatcecctt gtactaacga caaattcatc
aacaaggctt gagtcagagc gctgatggga 1740
atttacaaga tcagaaaata gaacagtgta
gtgttecgtee ctecttceccact taactacatg 1800
agaaatgagc gataaagatt ctgaattgat
atcgatcaat acgcaaaggt caaggaattt 1860
gattctggga ctccatctca tgttttttga
gctcatatca gacatgaagg gaagcagctg 1920
atcttcatag attttagggt acaatcgcct
cacagattgg attacatggt ttaaacttat 1980
cttgtcectece agtagecttg aactctcecagg
cttcecttget acataatcac atgggttcaa 2040
gtgcttgagg cttgagcttce cctecattctt
ccctttcaca ggttcagcta agacccaaac 2100
acccaactca aaggaattac tcagtgagat
gcaaatatag tcccaaagga ggggcctcaa 2160
gagactgatg tggtcgcagt gagcttcectgg
atgactttgce ctgtcacaaa tgtacaacat 2220
tatgccatca tgtctgtgga ttgctgtcac
atgcgcatce atagctagat cctcaagcac 2280
ttttctaatg tatagattgt ccctattttt
atttctcaca catctacttc ccaaagtttt 2340
gcaaagacct ataaagcctg atgagatgca
actttgaaag gctgacttat tgattgcttc 2400
tgacagcaac ttctgtgcac ctcttgtgaa
cttactgcag agcttgttct ggagtgtctt 2460
gattaatgat gggattcttt cctecttggaa
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agtcattact gatggataaa ccactttctg 2520
cctcaagace attcecttaatg ggaacaactce
attcaaattc agccaattta tgtttgccaa 2580
ttgacttaga tcctcttcga ggccaaggat
gtttcccaac tgaagaatgg cttcettttt 2640
atccctattg aagaggtcta agaagaattc
ttcattgaac tcaccattct tgagcttatg 2700
atgtagtctc cttacaagcc ttctcatgac
cttecgtttca ctaggacaca attcttcaat 2760
aagcctttgg attctgtaac ctctagagcc
atccaaccaa tccttgacat cagtattagt 2820
gttaagcaaa aatgggtcca agggaaagtt
ggcatatttt aagaggtcta atgttctett 2880
ctggatgcag tttaccaatg aaactggaac
accatttgca acagcttgat cggcaattgt 2940
atctattgtt tcacagagtt ggtgtggctc
tttacactta acgttgtgta atgctgctga 3000
cacaaatttt gttaaaagtg ggacctctte
ccceccacaca taaaatctgg atttaaattce 3060
tgcagcaaat cgccccacca cacttttegg
actgatgaac ttgttaagca agccactcaa 3120
atgagaatga aattccagca atacaaggac
ttcctecaggg tcactatcaa ccagttcact 3180
caatctccta tcaaataagg tgatctgatc
atcacttgat gtgtaagatt ctggtctctce 3240
accaaaaatg acaccgatac aataattaat
gaatctctca ctgattaagc cgtaaaagtc 3300
agaggcatta tgtaagattc cctgtcccat
gtcaatgaga ctgcttatat gggaaggcac 3360
tattcctaat tcaaaatatt ctcgaaagat
tctttecagte acagttgtct ctgaacccct 3420
aagaagtttc agctttgatt tgatatatga
tttcatcatt gcattcacaa caggaaaagg 3480
gacctcaaca agtttgtgca tgtgccaagt
taataaggtg ctgatatgat cctttccgga 3540
acgcacatac tggtcatcac ccagtttgag
attttgaagg agcattaaaa acaaaaatgg 3600
gcacatcatt ggcccccatt tgctatgatce
catactgtag ttcaacaacc cctctcegcac 3660
attgatggtc attgatagaa ttgcattttc
aaattctttg tcattgttta agcatgaacc 3720
tgagaagaag ctagaaaaag actcaaaata
atcctctate aatcttgtaa acatttttgt 3780
tctcaaatce ccaatataaa gttctctgtt
tcctccaace tgctetttgt atgataacge 3840
aaacttcaac cttcecggaat caggaccaac
tgaagtgtat gacgttggtg actcctctga 3900
gtaaaaacat aaattcttta aagcagcact
catgcatttt gtcaatgata gagccttact 3960
tagagactca gaattacttt ccctttcact
aattctaaca tcttettcta gtttgtccca 4020
gtcaaacttg aaattcagac cttgtctttg
catgtgcctg tatttccctg agtatgcatt 4080
tgcattcatt tgcagtagaa tcattttcat
acacgaaaac caatcaccct ctgaaaaaaa 4140
cttcectgecag aggttttttg ccatttcecate
cagaccacat tgttctttga cagctgaagt 4200
gaaatacaat ggtgacagtt ctgtagaagt
ttcaatagcce tcacagataa atttcatgtce 4260
atcattggtg agacaagatg ggtcaaaatc
ttccacaaga tgaaaagaaa tttctgataa 4320

68




ES 2811093 T3

SEQ ID NO. |Descripcion Secuencia
gatgaccttce cttaaatatg ccattttacc
tgacaatata gtctgaaggt gatgcaatcc 4380
ttttgtattt tcaaacccca cctcatttte
cccttecattg gtettettge ttetttcata 4440
ccgetttatt gtggagttga ccttatctte
taaattcttg aagaaacttg tctcttctte 4500
cccatcaaag catatgtctg ctgagtcacc
ttctagtttc ccagcttctg tttectttaga 4560
gccgataacce aatctagaga ccaactttga
aaccttgtac tcgtaatctg agtggttcaa 4620
tttgtacttc tgctttctca tgaagctctce
tgtgatctga ctcacagcac taacaagcaa 4680
tttgttaaaa tcatactcta ggagccgttce
cccatttaaa tgtttgttaa caaccacact 4740
tttgttgectg gcaaggtcta atgetgttge
acacccagag ttagtcatgg gatccaagct 4800
attgagccte ttctececcett tgaaaatcaa
agtgccattg ttgaatgagg acaccatcat 4860
gctaaaggce tccagattga cacctggggt
tgtgcgetga cagtcaactt ctttceccececagt 4920
gaacttcttce atttggtcat aaaaaacaca
ctcttecteca ggggtgattg actctttagg 4980
gttaacaaag aagccaaact cacttttagg
ctcaaagaat ttctcaaagc atttaatttg 5040
atctgtcage ctatcagggg ttteetttgt
gattaaatga cacaggtatg acacattcaa 5100
catgaacttg aactttgcgce tcaacagtac
cttttcacca gtcccaaaaa cagttttgat 5160
caaaaatctg agcaatttgt acactacttt
ctcagcaggt gtgatcaaat cctccttcaa 5220
cttgtccatce aatgatgtgg atgagaagtce
tgagacaatg gccatcacta aatacctaat 5280
gttttgaacc tgtttttgat tcctetttgt
tgggttggtg agcatgagta ataatagggt 5340
tctcaatgca atctcaacat catcaatgct
gtccttcaag tcaggacatg atctgatcca 5400
tgagatcatg gtgtcaatca tgttgtgcaa
cacttcatct gagaagattg gtaaaaagaa 5460
cctttttggg tctgcataaa aagagattag
atggccattg ggaccttgta tagaataaca 5520
ccttgaggat tctccagtct tttgatacag
caggtgatat tcctcagagt ccaattttat 5580
cacttggcaa aatacctctt tacattccac
cacttgatac cttacagagc ccaattggtt 5640
ttgtcttaat ctagcaactg aacttgtttt
catactgttt gtcaaagcta gacagacaga 5700
tgacaatctt ttcaaactat gcatgttcct
taattgttce gtattaggct ggaaatcata 5760
atcttcaaac tttgtataat acattatagg
atgagttccg gacctcatga aattctcaaa 5820
ctcaataaat ggtatgtggc actcatgcetce
aagatgttca gacagaccat agtgcccaaa 5880
actaagtccce accactgaca agcacctttg
aacttttaaa atgaactcat ttatggatgt 5940
tctaaacaaa tcctcaagag atacctttct
atacgeccttt gactttctcce tgttcecttag 6000
aagtctgatg aactcttcct tggtgctatg
aaagctcacc aacctatcat tcacactccce 6060
atagcaacaa ccaacccagt gcttatcatt
ttttgaccect ttgagtttag actgtttgat 6120
caacgaagag agacacaaga catccaaatt
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cagtaactgt ctccttctgg tgttcaataa 6180
ttttaaactt ttaactttgt tcaacataga
gaggagccte tcatactcag tgctagtcectce 6240
acttcctcte tcataaccat gggtatctgce
tgtgataaat ctcatcaaag gacaggattc 6300
aactgcctece ttgcttagtg ctgaaatgtce
atcactgtca gcaagagtct cataaagctc 6360
agagaattcc ttaattaaat ttccggggtt
gattttctga aaactcctct tgagctteccce 6420
agtttccaag tctcttctaa acctgectgta
aagggagttt atgccaagaa ccacatcatc 6480
gcagttcatg tttgggttga caccatcatg
gcacattttc ataatttcat cattgtgaaa 6540
tgatcttgca tctttcaaga ttttcataga
gtctataccg gaacgcttat caacagtggt 6600
cttgagagat tcgcaaagtc tgaagtactc
agattcctca aagactttct catcttggcet 6660
agaatactct aaaagtttaa acagaaggtc
tctgaacttg aaattcaccc actctggcat 6720
aaagctgtta tcataatcac accgaccatc
cactattggg accaatgtga tacccgcaat 6780
ggcaaggtct tctttgatac aggctagttt
attggtgtcc tctataaatt tcttctcaaa 6840
actagctggt gtgcttctaa cgaagcactc
aagaagaatg agggaattgt caatcagttt 6900
ataaccatca ggaatgatca aaggcagtcc
cgggcacaca atcccagact ctattagaat 6960
tgcctcaaca gatttatcat catggttgtg
tatgcagccg ctcecttgtcag cactgtcectat 7020
ctctatacaa cgcgacaaaa gtttgagtcc
ctctatcaat accattctgg gttcectetttg 7080
ccctaaaaag ttgagcecttcect geccttgacaa
cctetecatet tgttetatgt ggtttaagcea 7140
caactctctc aactccgaaa tagcctcatc
cattgcgcat caaaaagcct aggatcctcg 7200
gtgcg 7205
5 Segmento S de la cepa MP de LCMV,| cgcaccgggg atcctagget ttttggattg
secuencia completa. El segmento| cgcttteccte agctecegtet tgtgggagaa 60
genomico es ARN, la secuencia en la| tgggtcaaat tgtgacgatg tttgaggctc
SEQ ID NO: 5 se muestra para ADN; sin| tgcctcacat cattgatgag gtcattaaca 120
embargo, el intercambio de todas las| ttgtcattat cgtgcttatt atcatcacga
timidinas ("T") en la SEQ ID NO: 5 por gcatcaaagc tgtgtacaat ttcgccacct 180
uridinas ("U") proporciona la secuencia de gegggatact tgcattgatc agotttcttt
ttctggctgg caggtcecctgt ggaatgtatg 240
ARN. gtcttgatgg gcctgacatt tacaaagggg
tttaccgatt caagtcagtg gagtttgaca 300
tgtcttaccet taacctgacg atgcccaatg
catgttcgge aaacaactcc catcattata 360
taagtatggg gacttctgga ttggagttaa
ccttcacaaa tgactccatc atcacccaca 420
acttttgtaa tctgacttcc gccctcaaca
agaggacttt tgaccacaca cttatgagta 480
tagtctcaag tctgcacctc agcattagag
gggtccccag ctacaaagca gtgtceccetgtg 540
attttaacaa tggcatcact attcaataca
acctgtcatt ttctaatgca cagagcgctc 600
tgagtcaatg taagaccttc agggggagag
tcctggatat gttcagaact gecttttggag 660
gaaagtacat gaggagtggc tggggctgga
caggttcaga tggcaagact acttggtgca 720
gccagacaaa ctaccaatat ctgattatac
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aaaacaggac ttgggaaaac cactgcaggt 780
acgcaggccec tttcecggaatg tctagaattce
tcttecgetca agaaaagaca aggtttctaa 840
ctagaaggct tgcaggcaca ttcacttgga
ctttatcaga ctcatcagga gtggagaatc 900
caggtggtta ctgcttgacc aagtggatga
tcctegetge agagcectcaag tgttttggga 960
acacagctgt tgcaaagtgc aatgtaaatc
atgatgaaga gttctgtgat atgctacgac 1020
tgattgatta caacaaggct gctttgagta
aattcaaaga agatgtagaa tccgctctac 1080
atctgttcaa gacaacagtg aattctttga
tttctgatca gcttttgatg agaaatcacc 1140
taagagactt gatgggagtg ccatactgca
attactcgaa attctggtat ctagagcatg 1200
caaagactgg tgagactagt gtccccaagt
gctggettgt cagcaatggt tcttatttga 1260
atgaaaccca tttcagcgac caaattgage
aggaagcaga taatatgatc acagaaatgc 1320
tgagaaagga ctacataaaa aggcaaggga
gtacccctet ageccttgatg gatctattga 1380
tgttttctac atcagcatat ttgatcagca
tctttectgeca tcttgtgagg ataccaacac 1440
acagacacat aaagggcggc tcatgcccaa
aaccacatcg gttaaccagc aagggaatct 1500
gtagttgtgg tgcatttaaa gtaccaggtg
tggaaaccac ctggaaaaga cgctgaacag 1560
cagcgcectee ctgactcacc acctcgaaag
aggtggtgag tcagggaggc ccagagggtc 1620
ttagagtgtt acgacatttg gacctctgaa
gattaggtca tgtggtagga tattgtggac 1680
agttttcagg tcggggagecce ttgecttgga
ggcgctttca aagatgatac agtccatgag 1740
tgcacagtgt ggggtgacct ctttcecttttt
cttgtcccte actattccag tgtgcatcett 1800
gcatageccag ccatatttgt cccagacttt
gtcctcatat tctettgaag cttetttagt 1860
catctcaaca tcgatgagct taatgtctct
tctgttttgt gaatctagga gtttcctgat 1920
gtcatcagat ccctgacaac ttaggaccat
tccectgtgga agagcaccta ttactgaaga 1980
tgtcagcceca ggttgtgcat tgaagaggtc
agcaaggtcce atgccatgtg agtatttgga 2040
gtcctgettg aattgttttt gatcagtggg
ttctctatag aaatgtatgt actgcccatt 2100
ctgtggctga aatattgcta tttetaccgg
gtcattaaat ctgccctcaa tgtcaatcca 2160
tgtaggagcg ttagggtcaa tacctcccat
gaggtcctte agcaacattg tttggcectgta 2220
gcttaagecee acctgaggtg ggceccgetge
ccecaggeget ggtttgggtg agttggcecat 2280
aggcctcteca tttgtcagat caattgttgt
gttctececcat gctctececta caactgatgt 2340
tctacaagect atgtatggcc acccctcecce
tgaaagacag actttgtaga ggatgttctc 2400
gtaaggattc ctgtctccaa cctgatcaga
aacaaacatg ttgagtttct tcttggcccce 2460
aagaactgct ttcaggagat cctcactgtt
gcttggcetta attaagatgg attccaacat 2520
gttaccecceca tctaacaagg ctgcccctge
tttcacagca gcaccgagac tgaaattgta 2580
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SEQID NO.

Descripcion

Secuencia

gccagatatg
agtgatgact
tttcagcctt
gtacttgact
tgtgagtgcet
ggtttgtgat
tgttaagctt
gttcagaagt
gaccctcecacce
aggtctcecctce
ctgagatctt
taagttcccecc
aggcctttceca
cagtttttca
cagttcttct
tagaacattc
gtccacaagg
gcttetgagt
cctcttetet
attgctcacc
cagaaggctg
agctttcaca
ctctctcectce
gcttttaact
gtcactcagt
caatcaaaat

ttgatgctag
cccaagactg
tcaaggtcac
gtgtaaagca
tgcacaacgt
tgtttggcca
ggcattgtgce
gatgagtcct
acaccatttg
attccaacca
tggtcaagct
atgtagactc
gacctcatga
aggtcagctg
gcactaagcc
ttttttgatg
gaatacacag
ctctgtaaat
ttcctcatga
tcagagaagt
gtggcatcct
tctgatgtga
aatgcctggg
tctttggaca
ggatttccaa
gcctaggatc

actgctgcetce
ggtgcttgtc
ttaggttcgg
gcccaaggtce
cattgagtga
tacaagccat
cgaattgatt
tcacatccca
cactctgcetg
tttgcagaat
gttgtgctgt
cagaagttag
ttttagecett
caagggacat
tcecctacttt
ttgactttag
tttggttgag
ctttgtcatce
tcectcetgaac
ctaatccatt
tgatcacagc
agccttgaag
tccattgaaa
gagacatttt
gtcaaatgcg
cactgtgeg

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3359

Secuencia de aminoacidos de la proteina| Met

NP de la cepa MP de LCMV.

Gln
Gln
val
Gly
Gln
Asp
Asn
Lys
val
Ser
Ala
Thr
Ala
Leu
Gln
Asp
Gln
Ala
Leu
Leu
Asn
Lys
Gln
Asn
Gly
Leu
Ser
Ala
Asn
Cys
Ala
Trp
Glu
Ala

Ser
Trp
Gly
Ile
Leu
Arg
Lys
Gln
Ser
Gly
Leu
Lys
Ser
Gln
Gln
Ser
val
Phe
Cys
Asn
Gly
Leu
His
Gln
Phe
Ala
Glu
Glu
Lys
Pro
Leu
Cys
Glu
Arg
Pro

Leu

Thr
Phe
Lys
Asp
Ile
Asp
Thr
Thr
Arg
Ala
Ile
Gly
Gln
Met
Ala
Lys
Gly
Met
Asp
Leu
Ser
Pro
Ser
Ser
Ala
Ser
Asp
Lys
Tyr
Ser
Arg
Asn
Pro
Gly

Ser
Gln
Thr
Asp
Phe
Met
Leu
vVal
Ser
Leu
Ala
Met
vVal
Leu
vVal
Asn
Asp
Thr
Ala
val
Leu
Asp
val
Ser
Leu
Leu
Ile
Leu
Lys
Glu
Gly
Thr
Thr
Met
Ala

Lys
Ala
Ser
Ala
Ser
Arg
Gln
Tyr
Lys
Ser
Asp
Arg
Tyr
Asp
Gly
Gly
Ser
Met
Lys
vVal
Tyr
Leu
Leu
Ile
Gly
Leu
Leu
Leu
Leu
Asn
Glu
Ser
Thr
Ala
Ala

Glu Vval Lys
Leu Arg Arg
Asp Val Lys
Thr Ser Leu
Glu Val Ser
Lys Glu Lys
Arg Leu Arg
Ser Leu Val
Lys Asn Val
Ala Glu Glu
Leu Glu Lys
Ser Glu Arg
Met Gly Asn
Gln Arg Ser
Met Arg Arg
Val Val Arg
Ser Leu Leu
Pro Ser Leu
Gln Ser Gln
Gln Ala Leu
Thr Vval Lys
Glu Arg Leu
Gly val Ile
Asn Ile Ser
Ala Ala Val
Asp Gly Gly
Ile Lys Pro
Lys Ala val
Asn Met Phe
Ile Leu Tyr
Gly Trp Pro
val val Gly
Ile Asp Leu
Asn Ser Pro
Gly Pro Pro

Ser
Glu
Ala
Leu
Asn
Arg
Ser
ASp
Leu
Leu
Leu
Pro
Leu
Gln
Pro
Val
Asn
Thr
Thr
Thr
Tyr
Lys
Thr
Gly
Lys
Asn
Ser
Leu
ASp
Lys
Tyr
Arg
Thr
Lys
Gln

Phe
Leu
Ala
Asn
val
Asp
Leu
Leu
Lys
Met
Lys
Leu
Thr
Ile
Gln
Trp
Asn
Met
Ser
AsSp
Pro
AsSp
Glu
Tyr
Ala
Met
Asn
Gly
Arg
val
Ile
Ala
Asn
Pro
val
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Gly Leu Ser Tyr Ser Gln Thr Met Leu Leu
Lys Asp Leu Met Gly Gly Ile Asp Pro Asn
Ala Pro Thr Trp Ile Asp Ile Glu Gly Arg
Phe Asn Asp Pro Val Glu Ile Ala Ile Phe
Gln Pro Gln Asn Gly Gln Tyr Ile His Phe
Tyr Arg Glu Pro Thr Asp Gln Lys Gln Phe
Lys Gln Asp Ser Lys Tyr Ser His Gly Met
Asp Leu Ala Asp Leu Phe Asn Ala Gln Pro
Gly Leu Thr Ser Ser Val Ile Gly Ala Leu
Pro Gln Gly Met Val Leu Ser Cys Gln Gly
Ser Asp Asp Ile Arg Lys Leu Leu Asp Ser
Gln Asn Arg Arg Asp Ile Lys Leu Ile Asp
Val Glu Met Thr Lys Glu Ala Ser Arg Glu
Tyr Glu Asp Lys Val Trp Asp Lys Tyr Gly
Trp Leu Cys Lys Met His Thr Gly Ile Val
Arg Asp Lys Lys Lys Lys Glu Val Thr Pro
His Cys Ala Leu Met Asp Cys Ile Ile Phe
Glu Ser Ala Ser Lys Ala Arg Leu Pro Asp
Leu Lys Thr Val His Asn Ile Leu Pro His
Asp Leu Ile Phe Arg Gly Pro Asn Val Val

Thr Leu
7 Secuencia de amino&cidos de la proteina| Met Gly Gln Ile Val Thr Met Phe Glu Ala
GP de la cepa MP de LCMV. Leu Pro His Ile Ile Agp Glu Val Ile Asn

Ile Val Ile Ile Val Leu Ile Ile Ile Thr
Ser Ile Lys Ala Val Tyr Asn Phe Ala Thr
Cys Gly Ile Leu Ala Leu Ile Ser Phe Leu
Phe Leu Ala Gly Arg Ser Cys Gly Met Tyr
Gly Leu Asp Gly Pro Asp Ile Tyr Lys Gly
vVal Tyr Arg Phe Lys Ser Val Glu Phe Asp
Met Ser Tyr Leu Asn Leu Thr Met Pro Asn
Ala Cys Ser Ala Asn Asn Ser His His Tyr
Ile Ser Met Gly Thr Ser Gly Leu Glu Leu
Thr Phe Thr Asn Asp Ser Ile Ile Thr His
Asn Phe Cys Asn Leu Thr Ser Ala Leu Asn
Lys Arg Thr Phe Asp His Thr Leu Met Ser
Ile Val Ser Ser Leu His Leu Ser Ile Arg
Gly Val Pro Ser Tyr Lys Ala Val Ser Cys
Asp Phe Asn Asn Gly Ile Thr Ile Gln Tyr
Asn Leu Ser Phe Ser Asn Ala Gln Ser Ala
Leu Ser Gln Cys Lys Thr Phe Arg Gly Arg
Val Leu Asp Met Phe Arg Thr Ala Phe Gly
Gly Lys Tyr Met Arg Ser Gly Trp Gly Trp
Thr Gly Ser Asp Gly Lys Thr Thr Trp Cys
Ser Gln Thr Asn Tyr Gln Tyr Leu Ile Ile
Gln Asn Arg Thr Trp Glu Asn His Cys Arg
Tyr Ala Gly Pro Phe Gly Met Ser Arg Ile
Leu Phe Ala Gln Glu Lys Thr Arg Phe Leu
Thr Arg Arg Leu Ala Gly Thr Phe Thr Trp
Thr Leu Ser Asp Ser Ser Gly Val Glu Asn
Pro Gly Gly Tyr Cys Leu Thr Lys Trp Met
Ile Leu Ala Ala Glu Leu Lys Cys Phe Gly
Asn Thr Ala Val Ala Lys Cys Asn Val Asn
His Asp Glu Glu Phe Cys Asp Met Leu Arg
Leu Ile Asp Tyr Asn Lys Ala Ala Leu Ser
Lys Phe Lys Glu Asp Val Glu Ser Ala Leu
His Leu Phe Lys Thr Thr Val Asn Ser Leu
Ile Ser Asp Gln Leu Leu Met Arg Asn His
Leu Arg Asp Leu Met Gly Val Pro Tyr Cys
Asn Tyr Ser Lys Phe Trp Tyr Leu Glu His
Ala Lvs Thr Glv Glu Thr Ser Val Pro Lvs
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Cys Trp Leu Val Ser Agn Gly Ser Tyr Leu
Asn Glu Thr His Phe Ser Asp Gln Ile Glu
Gln Glu Ala Asp Asn Met Ile Thr Glu Met
Leu Arg Lys Asp Tyr Ile Lys Arg Gln Gly
Ser Thr Pro Leu Ala Leu Met Agp Leu Leu
Met Phe Ser Thr Ser Ala Tyr Leu Ile Ser
Ile Phe Leu His Leu Val Arg Ile Pro Thr
His Arg His Ile Lys Gly Gly Ser Cys Pro
Lys Pro His Arg Leu Thr Ser Lys Gly Ile
Cys Ser Cys Gly Ala Phe Lys Val Pro Gly
Val Glu Thr Thr Trp Lys Arg Arg

8 Secuencia de aminoacidos de la proteina| Met Asp Glu Ala Ile Ser Glu Leu Arg Glu
L de la cepa MP de LCMV. Leu Cys Leu Asn His Ile Glu Gln Asp Glu
Arg Leu Ser Arg Gln Lys Leu Asn Phe Leu
Gly Gln Arg Glu Pro Arg Met Val Leu Ile
Glu Gly Leu Lys Leu Leu Ser Arg Cys Ile
Glu Ile Asp Ser Ala Asp Lys Ser Gly Cys
Ile His Asn His Asp Asp Lys Ser Val Glu
Ala Ile Leu Ile Glu Ser Gly Ile Val Cys
Pro Gly Leu Pro Leu Ile Ile Pro Asp Gly
Tyr Lys Leu Ile Asp Asn Ser Leu Ile Leu
Leu Glu Cys Phe Val Arg Ser Thr Pro Ala
Ser Phe Glu Lys Lys Phe Ile Glu Asp Thr
Asn Lys Leu Ala Cys Ile Lys Glu Asp Leu
Ala Ile Ala Gly Ile Thr Leu Val Pro Ile
Val Asp Gly Arg Cys Asp Tyr Asp Asn Ser
Phe Met Pro Glu Trp Val Asn Phe Lys Phe
Arg Asp Leu Leu Phe Lys Leu Leu Glu Tyr
Ser Ser Gln Asp Glu Lys Val Phe Glu Glu
Ser Glu Tyr Phe Arg Leu Cys Glu Ser Leu
Lys Thr Thr Val Asp Lys Arg Ser Gly Ile
Asp Ser Met Lys Ile Leu Lys Asp Ala Arg
Ser Phe His Asn Asp Glu Ile Met Lys Met
Cys His Asp Gly Val Asn Pro Asn Met Asn
Cys Asp Asp Val Val Leu Gly Ile Asn Ser
Leu Tyr Ser Arg Phe Arg Arg Asp Leu Glu
Thr Gly Lys Leu Lys Arg Ser Phe Gln Lys
Ile Asn Pro Gly Asn Leu Ile Lys Glu Phe
Ser Glu Leu Tyr Glu Thr Leu Ala Asp Ser
Asp Asp Ile Ser Ala Leu Ser Lys Glu Ala
Val Glu Ser Cys Pro Leu Met Arg Phe Ile
Thr Ala Asp Thr His Gly Tyr Glu Arg Gly
Ser Glu Thr Ser Thr Glu Tyr Glu Arg Leu
Leu Ser Met Leu Asn Lys Val Lys Ser Leu
Lys Leu Leu Asn Thr Arg Arg Arg Gln Leu
Leu Asn Leu Asp Val Leu Cys Leu Ser Ser
Leu Ile Lys Gln Ser Lys Leu Lys Gly Ser
Lys Asn Agsp Lys His Trp Val Gly Cys Cys
Tyr Gly Ser Val Asn Asp Arg Leu Val Ser
Phe His Ser Thr Lys Glu Glu Phe Ile Arg
Leu Leu Arg Asn Arg Arg Lys Ser Lys Ala
Tyr Arg Lys Val Ser Leu Glu Asp Leu Phe
Arg Thr Ser Ile Asn Glu Phe Ile Leu Lys
Val Gln Arg Cys Leu Ser Val Val Gly Leu
Ser Phe Gly His Tyr Gly Leu Ser Glu His
Leu Glu His Glu Cys His Ile Pro Phe Ile
Glu Phe Glu Asn Phe Met Arg Ser Gly Thr
His Pro Ile Met Tyr Tyr Thr Lys Phe Glu
Asp Tyr Asp Phe Gln Pro Asn Thr Glu Gln
Leu Arg Asn Met His Ser Leu Lys Arg Leu
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Ser Ser Val Cys Leu Ala Leu Thr Asn Ser
Met Lys Thr Ser Ser Val Ala Arg Leu Arg
Gln Asn Gln Leu Gly Ser Val Arg Tyr Gln
Val Val Glu Cys Lys Glu Val Phe Cys Gln
val Ile Lys Leu Asp Ser Glu Glu Tyr His
Leu Leu Tyr Gln Lys Thr Gly Glu Ser Ser
Arg Cys Tyr Ser Ile Gln Gly Pro Asn Gly
His Leu Ile Ser Phe Tyr Ala Asp Pro Lys
Arg Phe Phe Leu Pro Ile Phe Ser Asp Glu
Val Leu His Asn Met Ile Asp Thr Met Ile
Ser Trp Ile Arg Ser Cys Pro Asp Leu Lys
Asp Ser Ile Asp Asp Val Glu Ile Ala Leu
Arg Thr Leu Leu Leu Leu Met Leu Thr Asn
Pro Thr Lys Arg Asn Gln Lys Gln Val Gln
Asn Ile Arg Tyr Leu Val Met Ala Ile Val
Ser Asp Phe Ser Ser Thr Ser Leu Met Asp
Lys Leu Lys Glu Asp Leu Ile Thr Pro Ala
Glu Lys Val Val Tyr Lys Leu Leu Arg Phe
Leu Ile Lys Thr Val Phe Gly Thr Gly Glu
Lys Val Leu Leu Ser Ala Lys Phe Lys Phe
Met Leu Asn Val Ser Tyr Leu Cys His Leu
Ile Thr Lys Glu Thr Pro Asp Arg Leu Thr
Asp Gln Ile Lys Cys Phe Glu Lys Phe Phe
Glu Pro Lys Ser Glu Phe Gly Phe Phe Val
Asn Pro Lys Glu Ser Ile Thr Pro Glu Glu
Glu Cys Val Phe Tyr Asp Gln Met Lys Lys
Phe Thr Gly Lys Glu Val Asp Cys Gln Arg
Thr Thr Pro Gly Val Asn Leu Glu Met Met
Val Ser Ser Phe Asn Asn Gly Thr Leu Ile
Phe Lys Arg Leu Asn Ser Leu Asp Pro Met
Thr Asn Ser Gly Cys Ala Thr Ala Leu Asp
Leu Ala Ser Asn Lys Ser Val Val Vval Asn
Lys His Leu Asn Gly Glu Arg Leu Leu Glu
Tyr Asp Phe Asn Lys Leu Leu Val Ser Ala
Val Ser Gln Ile Thr Glu Ser Phe Met Arg
Lys Gln Lys Tyr Lys Leu Asn Hig Ser Asp
Tyr Glu Tyr Lys Val Ser Lys Leu Val Ser
Arg Leu Val Ile Gly Ser Lys Glu Thr Glu
Ala Gly Lys Leu Glu Gly Asp Ser Ala Asp
Ile Cys Phe Asp Gly Glu Glu Glu Thr Ser
Phe Phe Lys Asn Leu Glu Asp Lys Val Asn
Ser Thr Ile Lys Arg Tyr Glu Arg Ser Lys
Lys Thr Asn Glu Gly Glu Asn Glu Val Gly
Phe Glu Asn Thr Lys Gly Leu His His Leu
Gln Thr Ile Leu Ser Gly Lys Met Ala Tyr
Leu Arg Lys Val Ile Leu Ser Glu Ile Ser
Phe His Leu Val Glu Asp Phe Asp Pro Ser
Cys Leu Thr Asn Asp Asp Met Lys Phe Ile
Cys Glu Ala Ile Glu Thr Ser Thr Glu Leu
Ser Pro Leu Tyr Phe Thr Ser Ala Val Lys
Glu Gln Cys Gly Leu Asp Glu Met Ala Lys
Asn Leu Cys Arg Lys Phe Phe Ser Glu Gly
Asp Trp Phe Ser Cys Met Lys Met Ile Leu
Leu Gln Met Asn Ala Asn Ala Tyr Ser Gly
Lys Tyr Arg His Met Gln Arg Gln Gly Leu
Asn Phe Lys Phe Asp Trp Asp Lys Leu Glu
Glu Asp Val Arg Ile Ser Glu Arg Glu Ser
Agsn Ser Glu Ser Leu Ser Lys Ala Leu Ser
Leu Thr Lys Cys Met Ser Ala Ala Leu Lys
Asn Leu Cys Phe Tyr Ser Glu Glu Ser Pro
Thr Ser Tyr Thr Ser Val Gly Pro Asgsp Ser
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Gly Arg Leu Lygs Phe Ala Leu Ser Tyr Lys
Glu Gln Val Gly Gly Asn Arg Glu Leu Tyr
Ile Gly Asp Leu Arg Thr Lys Met Phe Thr
Arg Leu Ile Glu Asp Tyr Phe Glu Ser Phe
Ser Ser Phe Phe Ser Gly Ser Cys Leu Asn
Asn Asp Lys Glu Phe Glu Asn Ala Ile Leu
Ser Met Thr Ile Asn Val Arg Glu Gly Leu
Leu Asn Tyr Ser Met Asp His Ser Lys Trp
Gly Pro Met Met Cys Pro Phe Leu Phe Leu
Met Leu Leu Gln Asn Leu Lyg Asp Asp Gln
Tyr Val Arg Ser Gly Lys Asp His Ile Ser
Thr Leu Leu Thr Trp His Met His Lys Leu
Val Glu vVal Pro Phe Pro Val Vval Asn Ala
Met Met Lys Ser Tyr Ile Lys Ser Lys Leu
Lys Leu Leu Arg Gly Ser Glu Thr Thr Val
Thr Glu Arg Ile Phe Arg Glu Tyr Phe Glu
Leu Gly Ile Val Pro Ser His Ile Ser Ser
Leu Ile Asp Met Gly Gln Gly Ile Leu His
Asn Ala Ser Asp Phe Tyr Gly Leu Ile Ser
Glu Arg Phe Ile Asn Tyr Cys Ile Gly Val
Ile Phe Gly Glu Arg Pro Glu Ser Tyr Thr
Ser Ser Asp Asp Gln Ile Thr Leu Phe Asp
Arg Arg Leu Ser Glu Leu Val Asp Ser Asp
Pro Glu Glu Val Leu Val Leu Leu Glu Phe
His Ser His Leu Ser Gly Leu Leu Asn Lys
Phe Ile Ser Pro Lys Ser Val Val Gly Arg
Phe Ala Ala Glu Phe Lys Ser Arg Phe Tyr
Val Trp Gly Glu Glu VvVal Pro Leu Leu Thr
Lys Phe Val Ser Ala Ala Leu His Asn Val
Lys Cys Lys Glu Pro His Gln Leu Cys Glu
Thr Ile Asp Thr Ile Ala Asp Gln Ala Val
Ala Asn Gly Vval Pro Val Ser Leu Val Asn
Cys Ile Gln Lys Arg Thr Leu Asp Leu Leu
Lys Tyr Ala Asn Phe Pro Leu Asp Pro Phe
Leu Leu Asn Thr Asn Thr Asp Val Lys Asp
Trp Leu Asp Gly Ser Arg Gly Tyr Arg Ile
Gln Arg Leu Ile Glu Glu Leu Cys Pro Ser
Glu Thr Lys Val Met Arg Arg Leu Val Arg
Arg Leu His His Lys Leu Lys Asn Gly Glu
Phe Asn Glu Glu Phe Phe Leu Asp Leu Phe
Asn Arg Asp Lys Lys Glu Ala Ile Leu Gln
Leu Gly Asn Ile Leu Gly Leu Glu Glu Asp
Leu Ser Gln Leu Ala Asn Ile Asn Trp Leu
Asn Leu Asn Glu Leu Phe Pro Leu Arg Met
Val Leu Arg Gln Lys Val val Tyr Pro Ser
Val Met Thr Phe Gln Glu Glu Arg Ile Pro
Ser Leu Ile Lys Thr Leu Gln Asn Lys Leu
Cys Ser Lys Phe Thr Arg Gly Ala Gln Lys
Leu Leu Ser Glu Ala Ile Asn Lys Ser Ala
Phe Gln Ser Cys Ile Ser Ser Gly Phe Ile
Gly Leu Cys Lys Thr Leu Gly Ser Arg Cys
Val Arg Asn Lys Asn Arg Asp Asn Leu Tyr
Ile Arg Lys Val Leu Glu Asp Leu Ala Met
Asp Ala His val Thr Ala Ile His Arg His
Asp Gly Ile Met Leu Tyr Ile Cys Asp Arg
Gln Ser His Pro Glu Ala His Cys Asgp His
Ile Ser Leu Leu Arg Pro Leu Leu Trp Asp
Tyr Ile Cys Ile Ser Leu Ser Asn Ser Phe
Glu Leu Gly val Trp val Leu Ala Glu Pro
vVal Lys Gly Lys Asn Glu Gly Ser Ser Ser
Leu Lys His Leu Asn Pro Cysg Asp Tvr Val
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Ala Arg Lys Pro Glu Ser Ser Arg Leu Leu
Glu Asp Lys Ile Ser Leu Asn His Val Ile
Gln Ser Val Arg Arg Leu Tyr Pro Lys Ile
Tyr Glu Asp Gln Leu Leu Pro Phe Met Ser
Asp Met Ser Ser Lys Asn Met Arg Trp Ser
Pro Arg Ile Lys Phe Leu Asp Leu Cys Val
Leu Ile Asp Ile Asn Ser Glu Ser Leu Ser
Leu Ile Ser His Val Val Lys Trp Lys Arg
Asp Glu His Tyr Thr Val Leu Phe Ser Asp
Leu Val Asn Ser His Gln Arg Ser Asp Ser
Ser Leu Val Asp Glu Phe Val Val Ser Thr
Arg Asp Val Cys Lys Asn Phe Leu Lys Gln
Val Tyr Phe Glu Ser Phe Val Arg Glu Phe
Val Ala Thr Ser Arg Thr Leu Gly Ser Phe
Ser Trp Phe Pro His Lys Asp Met Met Pro
Ser Glu Asp Gly Ala Glu Ala Leu Gly Pro
Phe Gln Ser Phe Ile Leu Lys Val Val Asn
Lys Asn Met Glu Arg Pro Met Phe Arg Asn
Asp Leu Gln Phe Gly Phe Gly Trp Phe Ser
Tyr Arg Leu Gly Asp Ile Val Cys Asn Ala
Ala Met Leu Ile Lys Gln Gly Leu Thr Asn
Pro Lys Ala Phe Lys Ser Leu Arg Asn Leu
Trp Asp Tyr Met Ile Asn Asn Thr Glu Gly
Val Leu Glu Phe Ser Ile Thr Val Asp Phe
Thr His Asn Gln Asn Asn Thr Asp Cys Leu
Arg Lys Phe Ser Leu Ile Phe Leu Val Lys
Cys Gln Leu Gln Gly Pro Gly Val Ala Glu
Phe Leu Ser Cys Ser Hisg Leu Phe Lys Gly
Glu val Asp Arg Arg Phe Leu Asp Glu Cys
Leu His Leu Leu Arg Ser Asp Ser Ile Phe
Lys Val Asn Asp Gly Val Phe Asp Ile Arg
Ser Glu Glu Phe Glu Asp Tyr Met Glu Asp
Pro Leu Ile Leu Gly Asp Ser Leu Glu Leu
Glu Leu Ile Gly Ser Arg Lys Ile Leu Asp
Gly Ile Arg Ser Leu Asp Phe Glu Arg Ile
Gly Pro Glu Trp Glu Pro Val Pro Leu Thr
Val Arg Met Gly Ala Leu Phe Glu Gly Arg
Ser Leu Val Gln Asn Ile Val Val Lys Leu
Glu Thr Lys Asp Met Arg Val Phe Leu Ala
Glu Leu Glu Gly Tyr Gly Asn Phe Asp Asp
Val Leu Gly Ser Leu Leu Leu His Arg Phe
Arg Thr Gly Glu His Leu Gln Gly Ser Glu
Ile Ser Thr Ile Leu Gln Glu Leu Cys Ile
Asp Arg Ser Ile Leu Leu Val Pro Leu Ser
Leu Val Pro Asp Trp Phe Thr Phe Lys Asp
Cys Arg Leu Cys Phe Ser Lys Ser Lys Asn
Thr vVal Met Tyr Glu Thr val val Gly Lys
Tyr Arg Leu Lys Gly Lys Ser Cys Asp Asp
Trp Leu Thr Lys Ser Val Val Glu Glu Ile

Asp
9 secuencia de aminoécidos de la proteina| Met Gly Gln Gly Lys Ser Lys Glu Gly Arg
Z de la cepa MP de LCMV. Asp Ala Ser Asn Thr Ser Arg Ala Glu Ile

Leu Pro Asp Thr Thr Tyr Leu Gly Pro Leu
Asn Cys Lys Ser Cys Trp Gln Arg Phe Asp
Ser Leu Val Arg Cys His Asp His Tyr Leu
Cys Arg His Cys Leu Asn Leu Leu Leu Ser
Val Ser Asp Arg Cys Pro Leu Cys Lys His
Pro Leu Pro Thr Lys Leu Lys Ile Ser Thr
Ala Pro Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Glu Glu
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10 Segmento S del Clon 13 de LCMV que| 9cgcaccggg gatcctagge tttttggatt
codifica gB de la cepa de HCMV Merlin;| 9c9ctttect ctagatcaac tgggtgteag 60
. . . gcectateet acagaaggat ggaatccagg
tipo salvaje de,lo.ngltud completa. El atctggtgee tggtagtotg cgttaacttg 120
segmento gendémico es ARN, la|tgtatcgtet gtctgggtge tgcoggtttec
secuencia en la SEQ ID No. 10 se| tcatcttcta ctcgtggaac ttctgctact 180
muestra para ADN; sin embargo, el| cacagtcacc attcctctca tacgacgtct
intercambio de todas las timidinas ("T") en gg;g;g;igg Sregarccag ;ggggtg;gz 240
la SEQ ID NO: 10 porundmas (U) catggtgtta acgagaccat ctacaacact 300
proporciona la secuencia de ARN. accctcaagt acggagatgt ggtgggggtc
aataccacca agtaccccta tcgegtgtgt 360
tctatggcee agggtacgga tcttattcege
tttgaacgta atatcgtctg cacctcgatg 420
aagcccatca atgaagacct ggacgagggce
atcatggtgg tctacaaacg caacatcgtce 480
gcgcacacct ttaaggtacg agtctaccag
aaggttttga cgtttcegtcg tagctacgcet 540
tacatccaca ccacttatct gctgggcage
aacacggaat acgtggcgcce tcctatgtgg 600
gagattcatc atatcaacag ccacagtcag
tgctacagtt cctacagccg cgttatagca 660
ggcacggttt tcgtggctta tcatagggac
agctatgaaa acaaaaccat gcaattaatg 720
ccecgacgatt attccaacac ccacagtacc
cgttacgtga cggtcaagga tcaatggcac 780
agccgcggca gcacctgget ctatcgtgag
acctgtaatce tgaattgtat ggtgaccatc 840
actactgcgce gctccaaata tccttatcat
tttttcgcca cttccacggg tgacgtggtt 200
gacatttcte ctttctacaa cggaaccaat
cgcaatgcca gctactttgg agaaaacgcc 960
gacaagtttt tcatttttcc gaactacact
attgtcteceg actttggaag accgaattct 1020
gcgttagaga cccacaggtt ggtggetttt
cttgaacgtg cggactcggt gatctcecctgg 1080
gatatacagg acgaaaagaa tgtcacttgt
caactcactt tctgggaagce ctecggaacgce 1140
accattegtt ccgaagccga ggactcegtat
cacttttctt ctgccaaaat gaccgccact 1200
ttcttatcta agaagcaaga ggtgaacatg
tcecgactetg cgectggactg cgtacgtgat 1260
gaggctataa ataagttaca gcagattttce
aatacttcat acaatcaaac atatgaaaaa 1320
tatggaaacg tgtccgtcectt tgaaaccact
ggtggtttgg tagtgttctg gcaaggtatc 1380
aagcaaaaat ctctggtgga actcgaacgt
ttggccaacc gctccagtct gaatcttact 1440
cataatagaa ccaaaagaag tacagatggc
aacaatgcaa ctcatttatc caacatggaa 1500
tcggtgcaca atctggtcta cgcccagetg
cagttcacct atgacacgtt gcgeggttac 1560
atcaaccggg cgctggcgca aatcgcagaa
gcctggbtgtg tggatcaacg gcgcacccta 1620
gaggtcttca aggaactcag caagatcaac
ccgtecageca ttectetegge catttacaac 1680
aaaccgattg ccgegegttt catgggtgat
gtcttgggee tggccagetg cgtgaccatce 1740
aaccaaacca gcgtcaaggt gctgcegtgat
atgaacgtga aggagtcgcc aggacgctge 1800
tactcacgac ccgtggtcat ctttaatttce
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gccaacagcet cgtacgtgca gtacggtcaa 1860
ctgggcgagg acaacgaaat cctgttgggce
aaccaccgca ctgaggaatg tcagcttcce 1920
agcctcaaga tcttcatcge cgggaactcg
gcctacgagt acgtggacta cctcttcaaa 1980
cgcatgattg acctcagcag tatctccacc
gtcgacagca tgatcgccct ggatatcgac 2040
ccgctggaaa ataccgactt cagggtactg
gaactttact cgcagaaaga gctgegttce 2100
agcaacgttt ttgacctcga agagatcatg
cgcgaattca actcgtacaa gcagecgggdta 2160
aagtacgtgg aggacaaggt agtcgacccg
ctaccgecect acctcaaggg tcectggacgac 2220
ctcatgageg gcctgggege cgcgggaaag
gcegttggeg tageccattgg ggcegtgggt 2280
ggcgeggtgg ccteegtggt cgaaggegtt
gccaccttee tcaaaaaccce ctteggagcg 2340
ttcaccatca tcctegtgge catagetgta
gtcattatca cttatttgat ctatactcga 2400
cagcggcgtt tgtgcacgca gccgcetgcag
aacctcttte cctatctggt gtcecgecgac 2460
gggaccaccg tgacgtceggg cagcaccaaa
gacacgtcgt tacaggctcc gecttectac 2520
gaggaaagtg tttataattc tggtcgcaaa
ggaccgggac caccgtegtce tgatgecatcce 2580
acggceggctce cgcecttacac caacgagcag
gcttaccaga tgcttectgge cctggecegt 2640
ctggacgcag agcagcgagc gcagcagaac
ggtacagatt ctttggacgg acggactggc 2700
acgcaggaca agggacagaa gcccaaccta
ctagaccgac tgcgacatcg caaaaacggce 2760
taccgacact tgaaagactc tgacgaagaa
gagaacgtct gaagaacagc gcctccecctga 2820
ctcteccaccet cgaaagaggt ggagagtcag
ggaggcccag agggtcttag agtgtcacaa 2880
catttgggce tctaaaaatt aggtcatgtg
gcagaatgtt gtgaacagtt ttcagatctg 2940
ggagccttge tttggaggcg ctttcaaaaa
tgatgcagtc catgagtgca cagtgcgggg 3000
tgatctcttt cttetttttg tccecettacta
ttccagtatg catcttacac aaccagcecat 3060
atttgtccca cactttatct tcatactccce
tcgaagcette cctggtcatt tcaacatcga 3120
taagcttaat gtccttccta ttttgtgagt
ccagaagctt tctgatgtca tcggagectt 3180
gacagcttag aaccatcccce tgcggaagag
cacctataac tgacgaggtc aacccgggtt 3240
gcgcattgaa gaggtcggca agatccatge
cgtgtgagta cttggaatct tgcttgaatt 3300
gtttttgatce aacgggttcc ctgtaaaagt
gtatgaactg ccegttcectgt ggttggaaaa 3360
ttgctattte cactggatca ttaaatctac
cctcaatgte aatccatgta ggagegttgg 3420
ggtcaattce tcccatgagg tcttttaaaa
gcattgtctg gectgtagett aagcccacct 3480
gaggtggacc tgctgctcca ggcgetggcece
tgggtgagtt gactgcaggt ttctecgettg 3540
tgagatcaat tgttgtgttt tcccatgcete
tccccacaat cgatgttcta caagctatgt 3600
atggccatcce ttcacctgaa aggcaaactt
tatagaggat gttttcataa gggttcctgt 3660
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ccccaacttg gtctgaaaca aacatgttga
gttttctett ggcceccgaga actgecttca 3720
agagatccte getgttgett ggecttgatca
aaattgactc taacatgtta cccccatcca 3780
acagggctgc ccctgectte acggcagcac
caagactaaa gttatagcca gaaatgttga 3840
tgctggactg ctgttcagtg atgaccccca
gaactgggtg cttgtctttce agcctttcaa 3900
gatcattaag atttggatac ttgactgtgt
aaagcaagcc aaggtctgtg agcgcettgta 3960
caacgtcatt gagcggagtc tgtgactgtt
tggccataca agccatagtt agacttggca 4020
ttgtgccaaa ttgattgttc aaaagtgatg
agtctttcac atcccaaact cttaccacac 4080
cacttgcacc ctgctgagge tttctcatcc
caactatctg taggatctga gatctttggt 4140
ctagttgctg tgttgttaag ttccccatat
atacccctga agcctggggce ctttcagacce 4200
tcatgatctt ggccttcagce ttctcaaggt
cagccgcaag agacatcagt tcttctgcecac 4260
tgagcctcee cactttcaaa acattcettcet
ttgatgttga ctttaaatcc acaagagaat 4320
gtacagtctg gttgagactt ctgagtctct
gtaggtcttt gtcatctctce ttttcecttcee 4380
tcatgatcct ctgaacattg ctgacctcag
agaagtccaa cccattcaga aggttggttg 4440
catccttaat gacagcagcc ttcacatctg
atgtgaagct ctgcaattct cttctcaatg 4500
cttgcgtcca ttggaagctc ttaacttcct
tagacaagga catcttgttg ctcaatggtt 4560
tctcaagaca aatgcgcaat caaatgccta
ggatccactg tgcg 4604
11 Cebador especifico de WE 5'AATCGTCTCTAAGGATGGGTCAGATTGTGACAATG-3'
12 Cebador de fusion especifico de WE que [5'AATCGTCTCTAAGGATGGGTCAGATTGTGACAATG-3'
porta un saliente complementario al
cebador especifico de WET
13 Cebador especifico de WET 5'CTCGGTGATCATGTTATCTGCTTCTTGTTCGATTTGA-
3 L}
14 Cebador de fusion especifico de WET|5'AATCGTCTCTTTCTTTATCTCCTCTTCCAGATGG-3"'
complementario a la secuencia de WE
15 Cebador especifico de NP de LCMV 5'-GGCTCCCAGATCTGAAAACTGTT-3"'
16 Cebadores especificos de NP y GP;|5-GCTGGCTTGTCACTAATGGCTC-3"'
especifico de NP: igual que en la reaccion
de RT, especifico de GP: 5"
17 Secuencia representativa de ADNc| aagaagcaga taacatgatc accgagatgc
obtenida del animal no. 3 (r3LCMV-| tgaggaagga ctacatcaag agacagggca 60
GFPnat no. 3) que revela un segmento S| gcacccecct ggcectcatg gatctgetca
recombinado que combina secuencias de| tgttcageac cagcgectac ctcatcagea 120
NPy GP tcttcectgeca cctggtgaag atccccaccec
acagacacat caagggcggc agctgcccca 180
agccccacag actcaccaac aagggcatct
gcagctgegg cgccttcaag gtgcececggceg 240
taaaaaccat ctggaagagg agataaagaa
caagcacctcecce ctagactctec acctcaaaaa 300
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aggtggagag tcagggaggc ccagagggtce
ttacttgtac agctcgtcca tgccgagagt 360
gatcccggeg gcggtcacga actccagcag
gaagaacagc gcctccctga ctcetcecacct 420
cgaaagaggt ggagagtcag ggaggcccag
aggtcttaga gtgtcacaac atttgggcct 480
ctaaaaatta ggtcatgtgg cagaatgttg
tgaacagttt tcagatctgg gagcc 535
18 Segmento S 1 de r3LCMV-P1A (que| gcgcaccggg gatcctaggce tttttggatt
contiene NP) gcgetttect ctagatcaac tgggtgtcag 60
gccctatecet acagaaggat gagcgacaac
aagaagcccg acaaggccca ctcectggcagce 120
ggcggagatg gcgacggcaa cagatgtaac
ctgctgcaca gatacagcct ggaagagatc 180
ctgcectace tgggetgget ggtgttcegece
gtcgtgacaa caagcttcecct ggcccectgecag 240
atgttcatcg acgcectgta cgaggaacag
tacgagaggg acgtggcctg gatcgccaga 300
cagagcaaga gaatgagcag cgtggacgag
gacgaggatg atgaggacga cgaagatgac 360
tactacgacg atgaggatga cgacgacgac
gccttctacg atgacgagga cgatgaagag 420
gaagaactgg aaaacctgat ggacgacgag
tcecgaggatg aggccgagga agagatgage 480
gtggaaatgg gcgctggcgce cgaagagatg
ggagccggcg ctaactgtgce ttgcgtgcca 540
ggacaccacc tgagaaagaa cgaagtgaag
tgccggatga tctacttcett ccacgacccce 600
aactttctgg tgtccatccce cgtgaacccce
aaagaacaga tggaatgcag atgcgagaac 660
gccgacgaag aggtggccat ggaagaagaa
gaggaagagg aagaagaaga agaagaggdaa 720
gaaatgggca accccgacgg cttcageccce
tgaagaacag cgcctcccectg actcteccacce 780
tcgaaagagg tggagagtca gggaggccca
gagggtctta gagtgtcaca acatttgggc 840
ctctaaaaat taggtcatgt ggcagaatgt
tgtgaacagt tttcagatct gggagccttg 900
ctttggaggc gctttcaaaa atgatgcagt
ccatgagtgce acagtgcggg gtgatctcett 960
tcttettttt gtcecttact attccagtat
gcatcttaca caaccagcca tatttgtccc 1020
acactttatc ttcatactcc ctcgaagctt
ccectggtcecat ttcaacatcg ataagcettaa 1080
tgtccttecet attttgtgag tccagaagcet
ttctgatgte atcggagcecct tgacagctta 1140
gaaccatccce ctgcggaaga gcacctataa
ctgacgaggt caacccgggt tgcgcattga 1200
agaggtcggc aagatccatg ccgtgtgagt
acttggaatc ttgcttgaat tgtttttgat 1260
caacgggttc cctgtaaaag tgtatgaact
gcecegttetg tggttggaaa attgctattt 1320
ccactggatc attaaatcta ccctcaatgt
caatccatgt aggagcgttg gggtcaattc 1380
ctccecatgag gtcecttttaaa agcattgtcet
ggctgtaget taagcccacc tgaggtggac 1440
ctgctgetee aggegetgge ctgggtgagt
tgactgcagg tttctegett gtgagatcaa 1500
ttgttgtgtt ttcccatgcet ctccccacaa
tcgatgttcect acaagctatg tatggccatce 1560
cttcacctga aaggcaaact ttatagagga
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tgttttcata agggttcctg tccceccaactt 1620
ggtctgaaac aaacatgttg agttttctct
tggcceccgag aactgectte aagagatccet 1680
cgctgttgcet tggcttgatc aaaattgact
ctaacatgtt acccccatcce aacagggctg 1740
cceetgectt cacggcagca ccaagactaa
agttatagcc agaaatgttg atgctggact 1800
gctgttcagt gatgacccce agaactgggt
gcttgtecttt cagcecctttca agatcattaa 1860
gatttggata cttgactgtg taaagcaagc
caaggtctgt gagcgcttgt acaacgtcat 1920
tgagcggagt ctgtgactgt ttggccatac
aagccatagt tagacttggc attgtgccaa 1980
attgattgtt caaaagtgat gagtctttca
catcccaaac tcttaccaca ccacttgcac 2040
cctgetgagg ctttcectcatce ccaactatct
gtaggatctg agatctttgg tctagttgcet 2100
gtgttgttaa gttccccata tatacccecctg
aagcecetgggg ccetttecagac ctecatgatet 2160
tggcecttcag cttectcaagg tcagccgcaa
gagacatcag ttcttctgca ctgagectcce 2220
ccactttcaa aacattcttc tttgatgttg
actttaaatc cacaagagaa tgtacagtct 2280
ggttgagact tctgagtctc tgtaggtctt
tgtcatctect cttttectte ctcatgatcc 2340
tctgaacatt gctgacctca gagaagtcca
acccattcag aaggttggtt gcatccttaa 2400
tgacagcagc cttcacatct gatgtgaagce
tctgcaattce tcttetcaat gettgegtcece 2460
attggaagct cttaacttcc ttagacaagg
acatcttgtt gctcaatggt ttctcaagac 2520
aaatgcgcaa tcaaatgcct aggatccact gtgceg
2555

19 Segmento S 2 de r3LCMV-P1A (que| gcgcaccggg gatcctagge tttttggatt

contiene GP) gcgcetttect ctagatcaac tgggtgtcag 60

gccctatcecect acagaaggat gagcgacaac
aagaagcccg acaaggccca ctcectggecagce 120
ggcggagatg gcgacggcaa cagatgtaac
ctgctgcaca gatacagcct ggaagagatc 180
ctgcectace tgggectgget ggtgttcegece
gtcgtgacaa caagcttcct ggccctgcag 240
atgttcatcg acgcecctgta cgaggaacag
tacgagaggg acgtggcctg gatcgccaga 300
cagagcaaga gaatgagcag cgtggacgag
gacgaggatg atgaggacga cgaagatgac 360
tactacgacg atgaggatga cgacgacgac
gccttctacg atgacgagga cgatgaagag 420
gaagaactgg aaaacctgat ggacgacgag
tcecgaggatg aggccgagga agagatgage 480
gtggaaatgg gcgctggcge cgaagagatg
ggagccggceg ctaactgtge ttgcegtgceca 540
ggacaccacc tgagaaagaa cgaagtgaag
tgcecggatga tctacttcett ccacgacccece 600
aactttctgg tgtccatccce cgtgaacccce
aaagaacaga tggaatgcag atgcgagaac 660
gccgacgaag aggtggccat ggaagaagaa
gaggaagagg aagaagaaga agaagaggaa 720
gaaatgggca accccgacgg cttcagceccce
tgaagaacag cgcctcccectg actcteccacce 780
tcgaaagaqa tggagagtca gggaggccca
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gagggtctca gcgtcetttte cagacggttt 840
ttacaccagg caccttaaat gcaccacaac
tacaaattcc tttgttggtt aatcggtgtg 900
gctttggaca tgagccacct tttatgtgcc
tgtgtgttgg tattttgaca aggtgcagga 960
agatgctgac tagatatgca gatgtggaaa
acatcagaag gtccatcaat gctagggggg 1020
tactccectg cctetttatg taatccttece
tcaacatctc tgtaatcatg ttatcggcett 1080
cctgttegat ttggtcactg aagtgggtct
catttaagta agaaccattg gtgacaagcc 1140
agcacttggg gacactagtt tcgccggtct
ttgcatgtte taggtaccaa aactttgagt 1200
aattgcaata tggcaccccce atcagatctce
tcaagtggtt cctcatcagt agttgatctg 1260
aaatcaaaga attcactgtt gttttgaata
agtgcaaggc agattctacg tcctctttga 1320
acttactcaa agcagccttg ttgtagtcaa
ttagtcgcag catgtcacag aattcttcat 1380
catgatttac attgcatttc gcaactgctg
tgttcccgaa acacttaagce tctgcagcaa 1440
gaatcatcca tttggtcagg caataaccac
ctggattctc cacccctgaa gagtctgaca 1500
aagtccaggt gaatgtgccc gctagtctcce
tagtggagaa cttagttttc tcttgggaaa 1560
ggagaatcct ggacatccca aaaggacctg
catatgtgca gtggttttcce caggttctat 1620
tttgtataat caggtattgg taactcgtct
ggctacacca ggtggtcttg ccatctgagce 1680
ctgtccagcce ccagccactce ctcatgtatt
tcececececcgaa ggcagttcecta aacatatcta 1740
ggactctacc tctgaaggtt ctacactggce
tctgagcact ttgtgcatct gagaatgtca 1800
agttgtattg gatggttatg ccattgttga
agtcgcagga tactgcctta tagttggagt 1860
tccectetgat actgaggtgt aggctcgaaa
ctatactcat gagtgtgtgg tcaaaggtct 1920
ttttgttgaa ggcagaggtc agattgcaaa
agttgtgact gatgatggaa tcattggtga 1980
aggtcaattc tagtccagaa gtccccatac
tgatgtaatg gtgggagttg ttggctgaac 2040
atgegttggg catggtcagg ttcagatgtg
acatatcaaa ctccactgac ttaaattggt 2100
aaactccttt gtaaatgtcg ggtcccttaa
gaccgtacat gccacaggac ctgccagcca 2160
gaagtaggaa actgatcaat gcgaatatcc
cacaggtggce aaaattgtag acagccttga 2220
tacccgtgat cacgataagc acaataatga
caatgttgat cacctcatcg atgatgtgag 2280
gcagagcctce aaacattgtce acaatctgac
ccatcttgtt gctcaatggt ttctcaagac 2340
aaatgcgcaa tcaaatgcct aggatccact gtgeg
2375

20 Segmento L de r3LCMV-P1A gcgcaccggg gatcctagge gtttagttge
gctgtttggt tgcacaactt tcttcgtgag 60
gctgtcagaa gtggacctgg ctgatagcga
tgggtcaagg caagtccaga gaggagaaag 120
gcaccaatag tacaaacagg gccgaaatcc
taccagatac cacctatctt ggccctttaa 180
gctacaaatc ttactagcag aaatttgaca
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gcttggtaag atgccatgac cactaccttt 240
gcaggcactg tttaaacctt ctgetgtcag
tatccgacag gtgtcecctett tgtaaatatce 300
cattaccaac cagattgaag atatcaacag
ccccaagcecte tccacctcecee tacgaagagt 360
aacaccgtce ggccececggece ccgacaaaca
gcccagcaca agggaaccgce acgtcaccca 420
acgcacacag acacagcacc caacacagaa
cacgcacaca cacacacaca cacacccaca 480
cgcacgcgcece cccaccaccg gggggcegcecce
cceeceecgggg ggcggecceee cgggageccg 540
ggcggagcee cacggagatg cccatcagtc
gatgtccteg gccaccgacce cgcceccagceca 600
atcgtegcag gacctecect tgagtctaaa
cctgcececcece actgtttcat acatcaaagt 660
gctectagat ttgctaaaac aaagtctgca
atccttaaag gcgaaccagt ctggcaaaag 720
cgacagtgga atcagcagaa tagatctgtce
tatacatagt tcctggagga ttacacttat 780
ctctgaaccce aacaaatgtt caccagttct
gaatcgatgce aggaagaggt tcccaaggac 840
atcactaatc ttttcatagc cctcaagtcce
tgctagaaag actttcatgt ccttggtctce 900
cagcttcaca atgatatttt ggacaaggtt
tcttectteca aaaagggcac ccatctttac 960
agtcagtggce acaggctccc actcaggtcc
aactctctca aagtcaatag atctaatccc 1020
atccagtatt cttttggagc ccaacaactc
aagctcaaga gaatcaccaa gtatcaaggg 1080
atcttccatg taatcctcaa actcttcaga
tctgatatca aagacaccat cgttcacctt 1140
gaagacagag tctgtcctca gtaagtggag
gcattcatce aacattcttce tatctatctce 1200
acccttaaag aggtgagagc atgataaaag
ttcagccaca cctggattct gtaattggca 1260
cctaaccaag aatatcaatg aaaatttcct
taaacagtca gtattattct gattgtgcgt 1320
aaagtccact gaaattgaaa actccaatac
cccttttgtg tagttgagca tgtagtccca 1380
cagatccttt aaggatttaa atgeccectttgg
gtttgtcagg ccctgcctaa tcaacatgge 1440
agcattacac acaacatctc ccattcggta
agagaaccac ccaaaaccaa actgcaaatc 1500
attcctaaac ataggcecctct ccacattttt
gttcaccacc tttgagacaa atgattgaaa 1560
ggggcccagt gcecctcagcac catcttcecaga
tggcatcatt tctttatgag ggaaccatga 1620
aaaattgcct aatgtecctgg ttgttgcaac
aaattctcga acaaatgatt caaaatacac 1680
ctgttttaag aagttcttgce agacatccct
cgtgctaaca acaaattcat caaccagact 1740
ggagtcagat cgctgatgag aattggcaag
gtcagaaaac agaacagtgt aatgttcatc 1800
ccttttccac ttaacaacat gagaaatgag
tgacaaggat tctgagttaa tatcaattaa 1860
aacacagagg tcaaggaatt taattctggg
actccaccte atgttttttg agctcatgtce 1920
agacataaat ggaagaagct gatcctcaaa
gatcttggga tatagccgcce tcacagattg 1980
aatcacttgg ttcaaattca ctttgtcctc
cagtagcctt gagcetetcag getttettge 2040
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tacataatca catgggttta agtgcttaag
agttaggttc tcactgttat tcttcceccettt 2100
ggtcggttet gctaggaccce aaacacccaa
ctcaaaagag ttgctcaatg aaatacaaat 2160
gtagtcccaa agaagaggcc ttaaaaggca
tatatgatca cggtgggctt ctggatgaga 2220
ctgtttgtca caaatgtaca gcgttatacc
atcccgattg caaactcttg tcacatgatc 2280
atctgtggtt agatcctcaa gcagettttt
gatatacaga ttttccctat ttttgtttct 2340
cacacacctg cttcctagag ttttgcaaag
gcctataaag ccagatgaga tacaactctg 2400
gaaagctgac ttgttgattg cttctgacag
cagcttcectgt gcacccecttg tgaatttact 2460
acaaagtttg ttctggagtg tcttgatcaa
tgatgggatt ctttcctctt ggaaagtcat 2520
cactgatgga taaaccacct tttgtcttaa
aaccatcctt aatgggaaca tttcattcaa 2580
attcaaccag ttaacatctg ctaactgatt
cagatcttet tcaagaccga ggaggtctcce 2640
caattgaaga atggcctcct ttttatctct
gttaaatagg tctaagaaaa attcttcatt 2700
aaattcacca tttttgagct tatgatgcag
tttccttaca agctttctta caacctttgt 2760
ttcattagga cacagttcct caatgagtct
ttgtattctg taacctctag aaccatccag 2820
ccaatctttc acatcagtgt tggtattcag
tagaaatgga tccaaaggga aattggcata 2880
ctttaggagg tccagtgttc tcctttggat
actattaact agggagactg ggacgccatt 2940
tgcgatgget tgatctgcaa ttgtatctat
tgtttcacaa agttgatgtg gctctttaca 3000
cttgacattg tgtagcgctg cagatacaaa
ctttgtgaga agagggactt cctcccccca 3060
tacatagaat ctagatttaa attctgcagc
gaacctccca gccacacttt ttgggcectgat 3120
aaatttgttt aacaagccgc tcagatgaga
ttggaattcec aacaggacaa ggacttcctc 3180
cggatcactt acaaccaggt cactcagcect
cctatcaaat aaagtgatct gatcatcact 3240
tgatgtgtaa gcctctggtce tttecgccaaa
gataacacca atgcagtagt tgatgaacct 3300
ctcgctaage aaaccataga agtcagaagce
attatgcaag attcecctgcecc ccatatcaat 3360
aaggctggat atatgggatg gcactatccc
catttcaaaa tattgtctga aaattctctce 3420
agtaacagtt gtttctgaac ccctgagaag
ttttagctte gacttgacat atgatttcat 3480
cattgcattc acaacaggaa aggggacctc
gacaagctta tgcatgtgcc aagttaacaa 3540
agtgctaaca tgatctttcc cggaacgcac
atactggtca tcacctagtt tgagattttg 3600
tagaaacatt aagaacaaaa atgggcacat
cattggtcce catttgctgt gatccatact 3660
atagtttaag aacccttccc gcacattgat
agtcattgac aagattgcat tttcaaattc 3720
cttatcattg tttaaacagg agcctgaaaa
gaaacttgaa aaagactcaa aataatcttc 3780
tattaacctt gtgaacattt ttgtcctcaa
atctccaata tagagttctc tatttccccece 3840
aacctgctcet ttataagata gtgcaaattt
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cagcecttcecca gagtcaggac ctactgaggt 3900
gtatgatgtt ggtgattctt ctgagtagaa
gcacagattt ttcaaagcag cactcataca 3960
ttgtgtcaac gacagagctt tactaaggga
ctcagaatta ctttcecctcect cactgattcect 4020
cacgtcttcet tccagtttgt cccagtcaaa
tttgaaattc aagccttgee tttgcatatg 4080
cctgtattte cctgagtacg catttgcatt
catttgcaac agaatcatct tcatgcaaga 4140
aaaccaatca ttctcagaaa agaactttct
acaaaggttt tttgccatct catcgaggcce 4200
acactgatct ttaatgactg aggtgaaata
caaaggtgac agctcectgtgg aaccctcaac 4260
agcctcacag ataaatttca tgtcatcatt
ggttagacat gatgggtcaa agtcttctac 4320
taaatggaaa gatatttctg acaagataac
ttttcttaag tgagccatct tccctgttag 4380
aataagctgt aaatgatgta gtcecttttgt
atttgtaagt ttttetccat ctecetttgte 4440
attggcccte ctacctcectte tgtaccgtge
tattgtggtg ttgacctttt cttcgagact 4500
tttgaagaag cttgtctctt cttcectcecatce
aaaacatatt tctgccaggt tgtcttccga 4560
tctceectgte tcttetececcect tggaaccgat
gaccaatcta gagactaact tggaaacttt 4620
atattcatag tctgagtggc tcaacttata
cttttgtttt cttacgaaac tctccgtaat 4680
ttgactcaca gcactaacaa gcaatttgtt
aaagtcatat tccagaagtc gttctccatt 4740
tagatgctta ttaaccacca cacttttgtt
actagcaaga tctaatgctg tcgcacatcce 4800
agagttagtc atgggatcta ggctgtttag
cttcttetet cctttgaaaa ttaaagtgcecce 4860
gttgttaaat gaagacacca ttaggctaaa
ggcttccaga ttaacacctg gagttgtatg 4920
ctgacagtca atttctttac tagtgaatct
cttcatttge tcatagaaca cacattcttc 4980
ctcaggagtg attgcttcct tggggttgac
aaaaaaacca aattgacttt tgggctcaaa 5040
gaacttttca aaacatttta tctgatctgt
tagcctgtceca ggggtcectcecct ttgtgatcaa 5100
atgacacagg tatgacacat tcaacataaa
tttaaatttt gcactcaaca acaccttctc 5160
accagtacca aaaatagttt ttattaggaa
tctaagcage ttatacacca ccttcectcage 5220
aggtgtgatc agatcctccce tcaacttatce
cattaatgat gtagatgaaa aatctgacac 5280
tattgccatc accaaatatc tgacactctg
tacctgettt tgatttctcect ttgttgggtt 5340
ggtgagcatt agcaacaata gggtcctcag
tgcaacctca atgtcggtga gacagtcttt 5400
caaatcagga catgatctaa tccatgaaat
catgatgtct atcatattgt ataagacctc 5460
atctgaaaaa attggtaaaa agaacctttt
aggatctgca tagaaggaaa ttaaatgacc 5520
atcegggect tgtatggagt agcaccttga
agattctcca gtcttctggt ataataggtg 5580
gtattcttca gagtccagtt ttattacttg
gcaaaacact tctttgcatt ctaccacttg 5640
atatctcaca gaccctattt gattttgcct
tagtctagca actgagctag ttttcatact 5700
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gtttgttaag gccagacaaa cagatgataa
tcttectcagg ctectgtatgt tcecttcagetg 5760
ctctgtgectg ggttggaaat tgtaatcttc
aaacttcgta taatacatta tcgggtgagce 5820
tccaattttc ataaagttct caaattcagt
gaatggtatg tggcattctt gctcaaggtg 5880
ttcagacagt ccgtaatgct cgaaactcag
tcccaccact aacaggcatt tttgaatttt 5940
tgcaatgaac tcactaatag atgccctaaa
caattcctca aaagacacct ttctaaacac 6000
ctttgacttt tttctattcc tcaaaagtct
aatgaactcc tctttagtge tgtgaaagcet 6060
taccagccta tcattcacac tactatagca
acaacccacc cagtgtttat cattttttaa 6120
ccectttgaat ttcgactgtt ttatcaatga
ggaaagacac aaaacatcca gatttaacaa 6180
ctgtctectt ctagtattca acagtttcaa
actcttgact ttgtttaaca tagagaggag 6240
cctectcatat tcagtgctag tctcacttcce
cctttegtge ccatgggtcet ctgcagttat 6300
gaatctcatc aaaggacagg attcgactgc
ctcectgett aatgttaaga tatcatcact 6360
atcagcaagg ttttcataga gctcagagaa
ttccttgatce aagccttcag ggtttacttt 6420
ctgaaagttt ctctttaatt tcccactttc
taaatctctt ctaaacctgce tgaaaagaga 6480
gtttattcca aaaaccacat catcacagct
catgttgggg ttgatgcctt cgtggcacat 6540
cctcataatt tcatcattgt gagttgacct
cgcatctttc agaattttca tagagtccat 6600
accggagcege ttgtcgatag tagtcttcag
ggactcacag agtctaaaat attcagactc 6660
ttcaaagact ttctcatttt ggttagaata
ctccaaaagt ttgaataaaa ggtctctaaa 6720
tttgaagttt gcccactctg gcataaaact
attatcataa tcacaacgac catctactat 6780
tggaactaat gtgacacccg caacagcaag
gtcttcecetg atgcatgceca atttgttagt 6840
gtcctctata aatttcttet caaaactgge
tggagtgctc ctaacaaaac actcaagaag 6900
aatgagagaa ttgtctatca gcttgtaacc
atcaggaatg ataagtggta gtcctgggca 6960
tacaattcca gactccacca aaattgtttc
cacagactta tcgtcecgtggt tgtgtgtgca 7020
gccactcettg tctgcactgt ctatttcaat
gcagcgtgac agcaacttga gtccctcaat 7080
cagaaccatt ctgggttccc tttgtcccag
aaagttgagt ttctgccttg acaacctctce 7140
atcctgttcet atatagttta aacataactc
tctcaattct gagatgattt catccattgce 7200
gcatcaaaaa gcctaggatc ctcggtgeg
7229
21 Segmento S 1 de r3JUNV-P1A (que| gcgcaccggg gatcctagge gattttggtt
contiene NP) acgctataat tgtaactgtt ttctgtttgg 60
acaacatcaa aaacatccat tgcacaatga
gcgacaacaa gaagcccgac aaggcccact 120
ctggcagcgg cggagatggce gacggcaaca
gatgtaacct gctgcacaga tacagcctgg 180
aagagatcct gccctacctg ggetggetgg
tattcaccat catgacaaca aacttcctaa 240
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ccctgecagat gttcatcgac gecctgtacg
aggaacagta cgagagggac gtggcctgga 300
tcgeccagaca gagcaagaga atgagcagcg
tggacgagga cgaggatgat gaggacgacg 360
aagatgacta ctacgacgat gaggatgacg
acgacgacgce cttctacgat gacgaggacg 420
atgaagagga agaactggaa aacctgatgg
acgacgagtc cgaggatgag gccgaggdaag 480
agatgagcgt ggaaatgggc gctggcgcecg
aagagatggg agccggcgct aactgtgett 540
gcgtgccagg acaccacctg agaaagaacg
aagtgaagtg ccggatgatc tacttcttce 600
acgaccccaa ctttetggtg tccatccecececg
tgaaccccaa agaacagatg gaatgcagat 660
gcgagaacgce cgacgaagag gtggceccatgg
aagaagaaga ggaagaggaa gaagaagaag 720
aagaggaaga aatgggcaac cccgacggcet
tcageccectg agacctceetg agggtcecccca 780
ccagccecggg cactgecegg getggtgtgg
cccocccagte cgoggectgg cogeggactg 840
gggaggcact gcttacagtg cataggetge
cttcgggagg aacagcaagce tcggtggtaa 900
tagaggtgta ggttcctcct catagagcett
cccatctage actgactgaa acattatgca 960
gtctagcaga gcacagtgtg gttcactgga
ggccaacttg aagggagtat ccttttccct 1020
ctttttctta ttgacaacca ctccattgtg
atatttgcat aagtgaccat atttctccca 1080
gacctgttga tcaaactgce tggettgtte
agatgtgagc ttaacatcaa ccagtttaag 1140
atctecttett ccatggaggt caaacaactt
cctgatgtca tcggatcctt gagtagtcac 1200
aaccatgtct ggaggcagca agccgatcac
gtaactaaga actcctggca ttgecatcette 1260
tatgtcctte attaagatgce cgtgagagtg
tctgctacca tttttaaacc ctttcectcecatc 1320
atgtggtttt ctgaagcagt gaatgtactg
cttacctgca ggttggaata atgccatctce 1380
aacagggtca gtggetggtce cttcaatgte
gagccaaagg gtgttggtgg ggtcgagttt 1440
ccccactgece tctctgatga cagettettg
tatctctgte aagttagcca atctcaaatt 1500
ctgaccgttt ttttececgget gtctaggacce
agcaactggt ttccttgtca gatcaatact 1560
tgtgttgtce catgacctge ctgtgatttg
tgatctagaa ccaatataag gccaaccatc 1620
gccagaaaga caaagtttgt acaaaaggtt
ttcataagga tttctattgce ctggtttctce 1680
atcaataaac atgccttctce ttcgtttaac
ctgaatggtt gattttatga gggaagagaa 1740
gttttctggg gtgactctga ttgtttccaa
catgtttcca ccatcaagaa tagatgctcc 1800
agcctttact gcagctgaaa gactgaagtt
gtaaccagaa atattgatgg agctttcatc 1860
tttagtcaca atctgaaggc agtcatgttce
ctgagtcagt ctgtcaaggt cacttaagtt 1920
tggatacttc acagtgtata gaagcccaag
tgaggttaaa gcttgtatga cactgttcat 1980
tgtctcacct ccttgaacag tcatgcecatge
aattgtcaat gcaggaacag agccaaactg 2040
attgtttagce tttgaagggt ctttaacatc
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ccatatcctce accacaccat ttcceccceccagt 2100
ccettgetgt tgaaatccca gtgttctcaa
tatctctgat cttttagcaa gttgtgactg 2160
ggacaagtta cccatgtaaa cccecctgaga
gcectgtetet gectettetta tettgttttt 2220
taatttctca aggtcagacg ccaactccat
cagttcatcc ctccccagat ctcccacctt 2280
gaaaactgtg tttcgttgaa cactcctcat
ggacatgagt ctgtcaacct ctttattcag 2340
gtccctcaac ttgttgagat cttcecttecce
ctttttagte tttctgagtg cccgetgeac 2400
ctgtgccact tggttgaagt cgatgctgtce
agcaattagc ttggcgtcct tcaaaacatc 2460
tgacttgaca gtctgagtga attggctcaa
acctctceectt aaggactgag tccatctaaa 2520
gcttggaacc tceccttggagt gtgccatgec
agaagttctg gtgattttga tctagaatag 2580
agttgctcag tgaaagtgtt agacactatg
cctaggatce actgtgeg 2628
22 Segmento S 2 de r3JUNV-P1A (que| gcgcaccggg gatcctagge gattttggtt
contiene GP) acgctataat tgtaactgtt ttctgtttgg 60
acaacatcaa aaacatccat tgcacaatga
gcgacaacaa gaagcccgac aaggcccact 120
ctggcagcgg cggagatggce gacggcaaca
gatgtaacct gctgcacaga tacagcectgg 180
aagagatcct gccctacctg ggctggetgg
tgttegeegt cgtgacaaca agcttcctgg 240
ccctgcagat gttcatcgac gcccectgtacg
aggaacagta cgagagggac gtggcctgga 300
tcgeccagaca gagcaagaga atgagcagcg
tggacgagga cgaggatgat gaggacgacg 360
aagatgacta ctacgacgat gaggatgacg
acgacgacgc cttctacgat gacgaggacg 420
atgaagagga agaactggaa aacctgatgg
acgacgagtc cgaggatgag gccgaggaag 480
agatgagcgt ggaaatgggc gctggecgcecg
aagagatggg agccggcgcet aactgtgett 540
gcgtgccagg acaccacctg agaaagaacg
aagtgaagtg ccggatgatc tacttcttcc 600
acgaccccaa ctttcectggtg tccatcceccceg
tgaaccccaa agaacagatg gaatgcagat 660
gcgagaacge cgacgaagag gtggecatgg
aagaagaaga ggaagaggaa gaagaagaag 720
aagaggaaga aatgggcaac cccgacggct
tcagcccetg agacctecectg agggtccccea 780
ccagcceggg cactgececgg getggtgtgg
ccececcagte cgecggectgg ccgcecggactg 840
gggaggcact gcatggggca gttcattagce
ttcatgcaag aaataccaac ctttttgcag 900
gaggctctga acattgctct tgttgcagtc
agtctcattg ccatcattaa gggtatagtg 960
aacttgtaca aaagtggttt attccaattc
tttgtattcec tagcgettge aggaagatcc 1020
tgcacagaag aagctttcaa aatcggactg
cacactgagt tccagactgt gtccttctca 1080
atggtgggtc tcttttccaa caatccacat
gacctacctt tgttgtgtac cttaaacaag 1140
agccatcttt acattaaggg gggcaatgct
tcatttcaga tcagctttga tgatattgca 1200
agtattattac cacadgtatga tattataata
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caacatccag cagatatgag ctggtgttcc 1260
aaaagtgatg atcaaatttg gttgtctcag
tggttcatga atgctgtggg acatgattgg 1320
catctagacc caccatttct gtgtaggaac
cgtgcaaaga cagaaggctt catctttcaa 1380
gtcaacacct ccaagactgg tgtcaatgga
aattatgcta agaagtttaa gactggcatg 1440
catcatttat atagagaata tcctgaccct
tgcttgaatg gcaaactgtg cttaatgaag 1500
gcacaaccta ccagttggce tctccaatgt
ccactcgacc acgttaacac attacacttc 1560
cttacaagag gtaaaaacat tcaacttcca
aggaggtcct tgaaagcatt cttctectgg 1620
tctttgacag actcatccgg caaggatacc
cctggagget attgtctaga agagtggatg 1680
ctcgtagcag ccaaaatgaa gtgttttggce
aatactgctg tagcaaaatg caatttgaat 1740
catgactctg aattctgtga catgttgagg
ctctttgatt acaacaaaaa tgctatcaaa 1800
accctaaatg atgaaactaa gaaacaagta
aatctgatgg ggcagacaat caatgccctg 1860
atatctgaca atttattgat gaaaaacaaa
attagggaac tgatgagtgt cccttactgc 1920
aattacacaa aattttggta tgtcaaccac
acactttcag gacaacactc attaccaagg 1980
tgctggttaa taaaaaacaa cagctatttg
aacatctctg acttccgtaa tgactggata 2040
ttagaaagtg acttcttaat ttctgaaatg
ctaagcaaag agtattcgga caggcagggt 2100
aaaactcctt tgactttagt tgacatctgt
atttggagca cagtattctt cacagcgtca 2160
ctcttcette acttggtggg tataccctcc
cacagacaca tcaggggcga agcatgccct 2220
ttgccacaca ggttgaacag cttgggtggt
tgcagatgtg gtaagtaccc caatctaaag 2280
aaaccaacag tttggcgtag aggacactaa
gccagaagtt ctggtgattt tgatctagaa 2340
tagagttgct cagtgaaagt gttagacact
atgcctagga tccactgtge g 2391

23 Segmento L de r3JUNV-P1A gcgcaccggg gatcctaggce gtaacttcat
cattaaaatc tcagattctg ctctgagtgt 60
gacttactgc gaagaggcag acaaatgggc
aactgcaacg gggcatccaa gtctaaccag 120
ccagactecct caagagccac acagccagcec
gcagaattta ggagggtagce tcacagcagt 180
ctatatggta gatataactg taagtgctgce
tggtttgctg ataccaattt gataacctgt 240
aatgatcact acctttgttt aaggtgccat
cagggtatgt taaggaattc agatctctgce 300
aatatctgct ggaagcccct gcccaccaca
atcacagtac cggtggagcc aacagcacca 360
ccaccatagg cagactgcac agggtcagac
ccgaccecce ggggggcecce catggggacce 420
cceegtgggg gaacccecggg ggtgatgege
cattagtcaa tgtctttgat ctcgactttg 480
tgcttcagtg gcctgecatgt caccccttte
aatctgaact gcccttgggg atctgatatce 540
agcaggtcat ttaaagatct gctgaatgcc
accttgaaat ttgagaattc caaccagtca 600
ccaaatttat caaagtgaaca gatcaactac
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tctttgtgta gatcataaac gaggacaaag 660
tcectettget gaaataatat tgtttgtgat
gttgttttta gataaggcca tagttggett 720
aataaggttt ccacactatc aatgtcctct
agtgctccaa ttgccttgac tatgacatcce 780
ccagacaact caactctata tgttgacaac
ctttcattac ctctgtaaaa gataccctct 840
ttcaagacaa gaggttctcc tgggttatct
ggcccaatga ggtcatatge atacttgtta 200
cttagttcag aataaaagtc accaaagttg
aacttaacat ggctcagaat attgtcatca 960
tttgtcgcag cgtagcctgce atcaataaac
aagccagcta ggtcaaaget ctcecatggect 1020
gtgaacaatg gtaggctagc gataaccagt
gcaccatcca acaatgagtg gcttccecctceca 1080
gacccagaaa cacattgact cattgcatcc
acattcaget ctaattcagg ggtaccgaca 1140
tcatccacte ctagtgaact gacaatggtg
taactgtaca ccatctttct tctaagttta 1200
aattttgtceg aaactegtgt gtgttctact
tgaatgatca attttagttt cacagcttct 1260
tggcaagcaa cattgcgcaa cacagtgtge
aggtccatca tgtcttcecctg aggcaacaag 1320
gagatgttgt caacagagac accctcaagg
aaaaccttga tattatcaaa gctagaaact 1380
acataaccca ttgcaatgtc ttcaacaaac
attgctcttg atactttatt attcctaact 1440
gacaaggtaa aatctgtgag ttcagctaga
tctacttgac tgtcatcttc tagatctaga 1500
acttcattga accaaaagaa ggatttgaga
cacgatgttg acatgactag tgggtttatc 1560
atcgaagata agacaacttg caccatgaag
ttcctgecaaa cttgectgtgg gctgatgceca 1620
acttcccaat ttgtatactc tgactgtcta
acatgggctg aagcgcaatc actectgttte 1680
acaatataaa cattattatc tcttactttce
aataagtgac ttataatccc taagttttca 1740
ttcatcatgt ctagagccac acagacatct
agaaacttga gtcttccact atccaaagat 1800
ctgttcactt gaagatcatt cataaagggt
gccaaatgtt cttcaaatag tttggggtaa 1860
tttcttegta tagaatgcaa tacatggttc
atgcctaatt ggtcttctat ctgtcgtact 1920
gctttgggtt taacagccca gaagaaattc
ttattacata agaccagagg ggcctgtgga 1980
ctcttaatag cagaaaacac ccactccect
aactcacagg catttgtcag caccaaagag 2040
aagtaatccc acaaaattgg tttagaaaat
tggttaactt ctttaagtga tttttgacag 2100
taaataactt taggctttct ctcacaaatt
ccacaaagac atggcattat tcgagtaaat 2160
atgteccttta tatacagaaa tccgecttta
ccatccctaa cacacttact ccccatacte 2220
ttacaaaacc caatgaagcc tgaggcaaca
gaagactgaa atgcagattt gttgattgac 2280
tctgccaaga tcttettcac geecttttgtg
aaatttcttg acagcctgga ctgtattgtce 2340
cttatcaatg ttggcatctce ttectttetcet
aacactctte gacttgtcat gagtttggtc 2400
ctcaagacca acctcaagtc cccaaagctce
gctaaattga cccatctgta gtctagagtt 2460
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tgtctgattt catcttcact acacccggca
tattgcagga atccggataa agcctcatcce 2520
cctecccctge ttatcaagtt gataaggttt
tcctcaaaga ttttgectcect cttaatgtcea 2580
ttgaacactt tcctcgcgca gttcecttata
aacattgtct ccttatcatc agaaaaaata 2640
gcttcaattt tcctetgtag acggtaccct
ctagacccat caacccagtc tttgacatct 2700
tgttcttcaa tagctccaaa cggagtctct
ctgtatccag agtatctaat caattggttg 2760
actctaatgg aaatctttga cactatatga
gtgctaaccce cattagcaat acattgatca 2820
caaattgtgt ctatggtctc tgacagttgt
gttggagttt tacacttaac gttgtgtaga 2880
gcagcagaca caaacttggt gagtaaagga
gtctcttcac ccatgacaaa aaatcttgac 2940
ttaaactcag caacaaaagt tcctatcaca
ctetttggge tgataaactt gtttaattta 3000
gaagataaga attcatggaa gcacaccatt
tccagcagtt ctgtcctgte ttgaaacttt 3060
tcatcactaa ggcaaggaat ttttataagg
ctaacctggt catcgctgga ggtataagtg 3120
acaggtatca catcatacaa taagtcaagt
gcataacaca gaaattgttc agtaattagc 3180
ccatataaat ctgatgtgtt gtgcaagatt
ccctggecca tgtccaagac agacattata 3240
tggctgggga cctggtccct tgactgcaga
tactggtgaa aaaactcttc accaacacta 3300
gtacagtcac aacccattaa acctaaagat
ctcttcaatt tccctacaca gtaggcettcect 3360
gcaacattaa ttggaacttc aacgacctta
tgaagatgcc atttgagaat gttcattact 3420
ggttcaagat tcacctttgt tctatctctg
ggattcttca attctaatgt gtacaaaaaa 3480
gaaaggaaaa gtgctgggct catagttggt
cccecatttgg agtggtcata tgaacaggac 3540
aagtcaccat tgttaacagc cattttcata
tcacagattg cacgttcgaa tteccttttet 3600
gaattcaagce atgtgtattt cattgaacta
cccacagcett ctgagaagtce ttcaactaac 3660
ctggtcatca gcttagtgtt gaggtctccc
acatacagtt ctctatttga gccaacctge 3720
tccttataac ttagtccaaa tttcaagtte
cctgtatttg agctgatgct tgtgaactct 3780
gtaggagagt cgtctgaata gaaacataaa
ttccgtaggg ctgcatttgt aaaataactt 3840
ttgtctagct tatcagcaat ggcttcagaa
ttgctttcece tggtactaag ccgaacctcea 3900
tcetttagte tcagaacttc actggaaaag
cccaatctag atctacttcet atgctcataa 3960
ctacccaatt tctgatcata atgtccttga
attaaaagat acttgaagca ttcaaagaat 4020
tcatcttett ggtaggctat tgttgtcaaa
ttttttaata acaaacccaa agggcagatg 4080
tcectgeggtg cttcaagaaa ataagtcaat
ttaaatggag atagataaac agcatcacat 4140
aactctttat acacatcaga cctgagcaca
tctggatcaa aatccecttcac ctcatgecatt 4200
gacacctctg ctttaatctce tctcaacact
ccaaaagggg cccacaatga ctcaagagac 4260
tctegectcat caacagatgg attttttgat
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ttcaacttgg tgatctcaac ttttgtcccce 4320
tcactattag ccatcttggce tagtgtcatt
tgtacgtcat ttctaatacc ctcaaaggcc 4380
cttacttgat cctctgttaa actctcatac
atcactgata attcttcttg attggttctg 44490
gttcttgaac cggtgctcac aagacctgtt
agatttttta atattaagta gtccatggaa 4500
tcaggatcaa gattatacct gccttttgtt
ttaaacctct cagccatagt agaaacgcat 4560
gttgaaacaa gtttctcctt atcataaaca
gaaagaatat ttccaagttc gtcgagettg 4620
gggattacca cacttttatt gcttgacaga
tccagagetg tgctagtgat gttaggcectg 4680
tagggattge ttttcagttc acctgtaact
ttaagtctte ctctattgaa gagagaaatg 4740
cagaaggaca aaatctcttt acacactcct
ggaatttgag tatctgagga agtcttagcc 4800
tctttggaaa agaatctgtce caatcctett
atcatggtgt cctcecttgttce cagtgttaga 4860
ctcccactta gaggggggtt tacaacaaca
caatcaaact tgactttggg ctcaataaac 4920
ttctcaaaac actttatttg atctgtcagg
cgatcaggtg tctcectttggt taccaagtga 4980
cacagataac taacatttaa tagatattta
aaccttcttg caaagtaaag atctgcatct 5040
tcececttcac ccaaaattgt ctggaaaagt
tccacagcca tcctcectgaat cagcacctcet 5100
gatccagaca tgcagtcgac ccttaacttt
gacatcaaat ccacatgatg gatttgattt 5160
gcatatgcca tcaagaaata tcttagacct
tgtaaaaatg tctggttcct tttggaaggg 5220
gaacagagta cagctaacac taacaatctt
aatattggce ttgtcattgt catgagttcg 5280
tggctaaaat ccaaccagct ggtcatttce
tcacacattt caattaacac atcctccgaa 5340
aatataggca ggaaaaatct ctttggatca
cagtaaaaag agccttgtte ttccaatacc 5400
ccattgatgg atagatagat agaatagcac
cttgacttct cacctgtttt ttggtaaaac 5460
aagagaccaa atgtattctt tgtcagatga
aatctttgta cataacactc tcttagtcta 5520
acattcccaa aatatctaga atactctctt
tcattgatta acaatcggga ggaaaatgat 5580
gtcttcateg agttgaccaa tgcaagggaa
atggaggaca aaatcctaaa taatttcttce 5640
tgctcacctt ccactaagct gectgaatgge
tgatgtctac agattttctc aaattccttg 5700
ttaatagtat atctcatcac tggtctgtca
gaaacaagtg cctgagctaa aatcatcaag 5760
ctatccatat cagggtgttt tattagtttt
tccagetgtg accagagatce ttgatgagag 5820
ttcttcaatg ttctggaaca cgecttgaacce
cacttggggce tggtcatcaa tttctteett 5880
attagtttaa tcgcctccag aatatctaga
agtctgtcat tgactaacat taacatttgt 5940
ccaacaacta ttcccgcatt tcttaacctt
acaattgcat catcatgcgt tttgaaaaga 6000
tcacaaagta aattgagtaa aactaagtcc
agaaacagta aagtgtttct cctggtgttg 6060
aaaactttta gacctttcac tttgttacac
acggaaaqgg cttgaagata acacctcetcet 6120
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SEQ ID NO. |Descripcion Secuencia
acagcatcaa tagatataga attctcatct
gactggcttt ccatgttgac ttcatctatt 6180
ggatgcaatg cgatagagta gactacatcc
atcaacttgt ttgcacaaaa agggcagctg 6240
ggcacatcac tgtctttgtg gcttectaat
aagatcaagt catttataag cttagacttt 6300
tgtgaaaatt tgaatttccc caactgcecttg
tcaaaaatct ccttcttaaa ccaaaacctt 6360
aactttatga gttcttctct tatgacagat
tctctaatgt ctecctcectaac cccaacaaag 6420
agggattcat ttaacctctc atcataaccc
aaagaattct ttttcaagca ttcgatgttt 6480
tctaatccca agectcectggtt ttttgtgttg
gacaaactat ggatcaatcg ctggtattct 6540
tgttcttcaa tattaatctc ttgcataaat
tttgatttct ttaggatgtc gatcagcaac 6600
caccgaactc tttcaacaac ccaatcagca
aggaatctat tgctgtagct agatctgcca 6660
tcaaccacag gaaccaacgt aatccctgcce
cttagtaggt cggactttag gtttaagagc 6720
tttgacatgt cactcttcca ttttctctca
aactcatcag gattgaccct aacaaaggtt 6780
tccaatagga tgagtgtttt ccctgtgagt
ttgaagccat ccggaatgac ttttggaagg 6840
gtgggacata gtatgccata gtcagacagg
atcacatcaa caaacttctg atctgaattg 6900
atctgacagg cgtgtgcctce acaggactca
agctctacta aacttgacag aagtttgaac 6960
ccttccaaca acagagagct ggggtgatgt
tgagataaaa agatgtccct ttggtatgct 7020
agctcectgte tttctggaaa atgctttcta
ataaggcttt ttatttcatt tactgattcc 7080
tccatgectca agtgcecgect aggatccteg gtgeg
7115
24 Secuencia de aminoacidos de un|Met Ser Asp Asn Lys Lys Pro Asp Lys Ala

autoantigeno  P1A  derivado  de| His Ser Gly Ser Gly Gly Asp Gly Asp Gly

mastocitoma de ratén P815 Asn Arg Cys Asn Leu Leu His Arg Tyr Ser
Leu Glu Glu Ile Leu Pro Tyr Leu Gly Trp
Leu Val Phe Ala Val val Thr Thr Ser Phe
Leu Ala Leu Gln Met Phe Ile Asp Ala Leu
Tyr Glu Glu Gln Tyr Glu Arg Asp Val Ala
Trp Ile Ala Arg Gln Ser Lys Arg Met Ser
Ser Val Asp Glu Asp Glu Asp Asp Glu Asp
Asp Glu Asp Asp Tyr Tyr Asp Asp Glu Asp
Asp Asp Asp Asp Ala Phe Tyr Asgsp Asp Glu
Asp Asp Glu Glu Glu Glu Leu Glu Asn Leu
Met Asp Asp Glu Ser Glu Asp Glu Ala Glu
Glu Glu Met Ser Val Glu Met Gly Ala Gly
Ala Glu Glu Met Gly Ala Gly Ala Asn Cys
Ala Cys Val Pro Gly His His Leu Arg Lys
Asn Glu Val Lys Cys Arg Met Ile Tyr Phe
Phe His Asp Pro Asn Phe Leu Val Ser Ile
Pro Val Asn Pro Lys Glu Gln Met Glu Cys
Arg Cys Glu Asn Ala Asp Glu Glu Val Ala
Met Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu
Glu Glu Glu Glu Glu Met Gly Asn Pro Asp
Gly Phe Ser Pro

94
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<210> 1
<211> 3376
<212> ADN

<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)

<220>

<223> secuencia de ADNc de la secuencia gendmica completa del segmento S de LCMV

<400> 1
cgcacegggg

ccctatccta
tcgatgaggt
tctacaattt
ggtcctgtgg
agtcagtgga
acaactccca
attccatcat
accacacact
ataaggcagt
cagatcgaca
ttagaactgc
gcaagaccac
gggaaaacca
agaagactaa
cttcaggggt
agcttaagtg

tctgtgacat

atcctaggcet
cagaaggatg
gatcaacatt
tgccacctgt
catgtacggt
gtttgatatg
ccattacatc
cagtcacaac
catgagtata
atcctgcgac
aagtgctcag
cttcgggggg
ctggtgtage
ctgcacatat
gttcttcact
ggagaatcca
tttecgggaac

gctgecgacta

ttttggattg
ggtcagattg
gtcattattg
gggatattcg
cttaagggac
tcacatctga
agtatgggga
ttttgcaatc
gtttcgagece
ttcaacaatg
agccagtgta
aaatacatga
cagacgagtt
gcaggtcctt
aggagactag
ggtggttatt
acagcagttg

attgactaca

cgctttecte
tgacaatgtt
tgcttategt
cattgatcag
ccgacattta
acctgaccat
cttctggact
tgacctctge
tacacctcag
gcataaccat
gaaccttcag
ggagtggctg
accaatacct
ttgggatgte
cgggcacatt
gcctgaccaa
cgaaatgcaa

acaaggctge

tagatcaact
tgaggctctg
gatcacgggt
tttcctactt
caaaggagtt
gcccaacgca
agaattgacc
cttcaacaaa
tatcagaggg
ccaatacaac
aggtagagtc
gggctggaca
gattatacaa
caggattctc
cacctggact
atggatgatt
tgtaaatcat

tttgagtaag
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gggtgtcagg

cctcacatca
atcaaggctg
ctggctggca
taccaattta
tgttcagcca
ttcaccaatg
aagacctttg
aactccaact
ttgacattct
ctagatatgt
ggctcagatg
aatagaacct
ctttcccaag
ttgtcagact
cttgctgcag
gatgccgaat

ttcaaagagg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



acgtagaatc
tactgatgag
tttggtacct
ccaatggttce
acatgattac
cattgatgga
ttgtcaaaat
taaccaacaa
ggaaaagacg
agggaggccc
tggcagaatg
aatgatgcag
tattccagta
cctcgaagcet
gtccagaagce
agcacctata
gccgtgtgag
gtgtatgaac
accctcaatg
aagcattgtc
cctgggtgaa
tctccccaca
tttatagagg
gagttttcte
caaaattgac
accaagacta
cagaactggg
gtaaagcaag
tttggccata
tgagtctttce
cccaactatc

atatacccct

tgccttgeac
gaaccacttg
agaacatgca
ttacttaaat
agagatgttg
ccttctgatg
accaacacac
aggaatttgt
ctgaagaaca
agagggtctt
ttgtgaacag
tccatgagtg
tgcatcttac
tcecctggtcea
tttctgatgt
actgacgagg
tacttggaat
tgcccegttcet
tcaatccatg
tggctgtage
ttgactgcag
atcgatgttc
atgttttcat
ttggcceccga
tctaacatgt
aagttatagc
tgecttgtett
ccaaggtctg
caagccatag
acatcccaaa

tgtaggatct

gaagcctggg

ttattcaaaa
agagatctga
aagaccggcg
gagacccact
aggaaggatt
ttttccacat
aggcacataa
agttgtggtg
gcgecteect
agagtgtcac
ttttcagatc
cacagtgcgg
acaaccagcc
tttcaacatc
catcggagce
tcaacceggg
cttgcttgaa
gtggttggaa
taggagegtt
ttaagcccac
gtttctceget
tacaagctat
aagggttcct
gaactgccett
tacccccatce
cagaaatgtt
tcagecttte
tgagegettg
ttagacttgg
ctcttaccac
gagatctttg

gcctttcecaga
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caacagtgaa
tgggggtgcc
aaactagtgt
tcagtgatca
acataaagag
ctgcatatct
aaggtggctce
catttaaggt
gactctccac
aacatttggg
tgggagcectt
ggtgatctet
atatttgtcc
gataagctta
ttgacagcett
ttgcgecattg
ttgtttttga
aattgctatt
ggggtcaatt
ctgaggtgga
tgtgagatca
gtatggccat
gtccccaact
caagaggtcce
caacagggct
gatgctggac
aagatcatta
tacaacgtca
cattgtgcca
accacttgca
gtctagttge

cctcatgatce

ttctttgatt
atattgcaat
ccccaagtge
aatcgaacag
gcaggggagt
agtcagcatc
atgtccaaag
gcctggtgta
ctcgaaagag
cctctaaaaa
gctttggagg
ttctteotttt
cacactttgt
atgtccttcce
agaaccatcc
aagaggtcgg
tcaacgggtt
tccactggat
cctcccatga
cctgetgete
attgttgtgt
ccttcacctg
tggtctgaaa
tegetgttge
gccecctgect
tgctgttcag
agatttggat
ttgagcggag
aattgattgt
ccetgetgag
tgtgttgtta

ttggeccttea
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tcagatcaac
tactcaaagt
tggcttgtca
gaagccgata
acccccectag
ttcctgeace
ccacaccgat
aaaaccgtct
gtggagagtc
ttaggtcatg
cgcetttcaaa
tgtcecttac
cttcatactc
tattctgtga
cctgeggaag
caagatccat
ccctgtaaaa
cattaaatct
ggtcttttaa
caggcgctgg
tttceccatge
aaaggcaaac
caaacatgtt
ttggcttgat
tcacggcage
tgatgaccce
acttgactgt
tetgtgactg
tcaaaagtga
gctttctecat
agttccccat

gcttectcaag

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000
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gtcagcecgea
ctttgatgtt
ctgtaggtct
agagaagtcc
tgatgtgaag
cttagacaag
taggatccac

<210>2
<211> 3377
<212> ADN

agagacatca
gactttaaat
ttgtcatcte
aacccattca
ctctgcaatt
gacatcttgt

tgtgeg

gttcttectge
ccacaagaga
tctttteett
gaaggttggt
ctcttctcaa

tgctcaatgg
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actgagcctc
atgtacagtc
cctcatgatce
tgcatcctta
tgecttgegte

tttctcaaga

<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)

<220>

<223> Secuencia completa del segmento S del Clon 13 de LCMV (GenBank: DQ361065.2)

<400> 2
gcgcaccggg

gccctatcect
atcgatgagg
gtctacaatt
aggtcctgtg
aagtcagtgg
aacaactccc
gattccatca
gaccacacac
tataaggcag
tcagatgcac
tttagaactg
ggcaagacca
tgggaaaacc
gagaagacta
tcttcagggg
gagcttaagt
ttctgtgaca

gacgtagaat

gatcctagge
acagaaggat
tgatcaacat
ttgccacctg
gcatgtacgg
agtttgatat
accattacat
tcagtcacaa
tcatgagtat
tatcctgega
aaagtgctca
ccttcggggg
cctggtgtag
actgcacata
agttcctcac
tggagaatcc
gtttcgggaa
tgctgecgact

ctgccttgea

tttttggatt
gggtcagatt
tgtcattatt
tgggatattc
tcttaaggga
gtcacatctg
cagtatgggg
cttttgcaat
agtttcgagc
cttcaacaat
gagccagtgt
gaaatacatg
ccagacgagt
tgcaggtcct
taggagacta
aggtggttat
cacagcagtt
aattgactac

cttattcaaa

gcgcetttect
gtgacaatgt
gtgcttatcg
gcattgatca
cccgacattt
aacctgacca
acttctggac
ctgacctctg
ctacacctca
ggcataacca
agaaccttca
aggagtggct
taccaatacc
tttgggatgt
gcgggcacat
tgcctgacca
gcgaaatgca
aacaaggctg

acaacagtga

cccactttca
tggttgagac
ctctgaacat
atgacagcag
cattggaagc

caaatgcgca

ctagatcaac
ttgaggctct
tgatcacggg
gtttcctact
acaaaggagt
tgcccaacgce
tagaattgac
ccttcaacaa
gtatcagagg
tccaatacaa
gaggtagagt
ggggctggac
tgattataca
ccaggattct
tcacctggac
aatggatgat
atgtaaatca
ctttgagtaa

attctttgat
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aaacattctt
ttctgagtct
tgctgaccte
ccttcacatc
tcttaactte

atcaaatgcc

tgggtgtcag
gcctcacatce
tatcaaggct
tctggetgge
ttaccaattt
atgttcagcc
cttcaccaat
aaagaccttt
gaactccaac
cttgacattc
cctagatatg
aggctcagat
aaatagaacc
cctttccecaa
tttgtcagac
tcttgetgea
tgatgaagaa
gttcaaagag

ttcagatcaa

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3376

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



ctactgatga
ttttggtacc
accaatggtt
aacatgatta
gcattgatgg
cttgtcaaaa
ttaaccaaca
tggaaaagac
cagggaggcce
gtggcagaat
aaatgatgca
ctattccagt
ccctecgaage
agtccagaag
gagcacctat
tgcegtgtga
agtgtatgaa
taccctcaat
aaagcattgt
gcctgggtga
ctcteccccac
ctttatagag
tgagttttct
tcaaaattga
caccaagact
ccagaactgg
tgtaaagcaa
gtttggccat
atgagtcttt
tcccaactat
tatatacccc

ggtcageege

ggaaccactt
tagaacatgc
cttacttaaa
cagagatgtt
accttctgat
taccaacaca
aaggaatttg
gctgaagaac
cagagggtct
gttgtgaaca
gtccatgagt
atgcatctta
ttccetggte
ctttctgatg
aactgacgag
gtacttggaa
ctgccegtte
gtcaatccat
ctggctgtag
attgactgca
aatcgatgtt
gatgttttca
cttggccecg
ctctaacatg
aaagttatag
gtgcttgtcet
gccaaggtet
acaagccata
cacatcccaa
ctgtaggatc
tgaagcctgg

aagagacatc

gagagatctg
aaagaccggc
tgagacccac
gaggaaggat
gttttccaca
caggcacata
tagttgtggt
agcgcectcecce
tagagtgtca
gttttcagat
gcacagtgcg
cacaaccagc
atttcaacat
tcatcggagce
gtcaacccgg
tettgettga
tgtggttgga
gtaggagcgt
cttaagccca
ggtttetege
ctacaagcta
taagggttcc
agaactgcct
ttacccccat
ccagaaatgt
ttcagecettt
gtgagecgett
gttagacttg
actcttacca
tgagatcttt
ggcctttecag

agttcttcetg
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atgggggtgce
gaaactagtg
ttcagtgacc
tacataaaga
tctgcatatc
aaaggtggct
gcatttaagg
tgactctceca
caacatttgg
ctgggagcct
gggtgatctc
catatttgtc
cgataagctt
cttgacagct
gttgcgcatt
attgtttttg
aaattgctat
tggggtcaat
cctgaggtgg
ttgtgagatc
tgtatggcca
tgtccccaac
tcaagaggtc
ccaacagggc
tgatgctgga
caagatcatt
gtacaacgtc
gcattgtgece
caccacttgce
ggtctagttg
acctcatgat

cactgagcct

catattgcaa
tcceccaagtg
aaatcgaaca
ggcaggggag
tagtcagcat
catgtccaaa
tgcetggtgt
cctcgaaaga
gcctctaaaa
tgctttggag
tttettettt
ccacactttg
aatgtccttce
tagaaccatc
gaagaggtcg
atcaacgggt
ttccactgga
tcctcecceccatg
acctgetget
aattgttgtg
tccttcacct
ttggtctgaa
ctcgetgttg
tgecececetgee
ctgctgttca
aagatttgga
attgagcgga
aaattgattg
accctgcetga
ctgtgttgtt
cttggecette

ccccacttte

98

ttactcaaag
ctggcttgtc
ggaagccgat
tacceccecta
cttcectgeac
gccacaccga
aaaaaccgtce
ggtggagagt
attaggtcat
gcgctttcaa
ttgtccctta
tcttcatact
ctattctgtg
ccctgcggaa
gcaagatcca
tcecctgtaaa
tcattaaatc
aggtctttta
ccaggegetg
tttteccatg
gaaaggcaaa
acaaacatgt
cttggcttga
ttcacggcag
gtgatgaccc
tacttgactg
gtctgtgact
ttcaaaagtg
ggcttteteca
aagttcccca
agcttctcaa

aaaacattct

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060
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tctttgatgt
tctgtaggtce
cagagaagtc
ctgatgtgaa
ccttagacaa

ctaggatcca

<210> 3
<211> 7229
<212> ADN

tgactttaaa
tttgtcatct
caacccattc
gctctgcaat
ggacatcttg

ctgtgeg

tccacaagag
ctecttttect
agaaggttgg
tctcttctca

ttgctcaatg
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aatgtacagt
tcctcatgat
ttgcatcett
atgcttgegt

gtttctcaag

<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)

<220>

<223> Secuencia completa del segmento L del Clon 13 de LCMV (GenBank: DQ361066.1)

<400> 3
gcgcaccggg

gctgtcagaa
gcaccaatag
gctgcaaatc
gcaggcactg
cattaccaac
aacaccgtce
acgcacacag
cgcacgcgec
ggcggagcece
atcgtcgcag
gctcectagat
cgacagtgga
ctctgaaccce
atcactaatc
cagcttcaca
agtcagtgge
atccagtatt
atcttccatg

gaagacagag

gatcctagge
gtggacctgg
tacaaacagg
ttgctggecag
tttaaacctt
cagattgaag
ggccccggec
acacagcacc
cccaccaccg
cacggagatg
gacctcccect
ttgctaaaac
atcagcagaa
aacaaatgtt
ttttcatage
atgatatttt
acaggctccce
cttttggage
taatcctcaa

tctgtcectea

gtttagttge
ctgatagcga
gccgaaatcce
aaatttgaca
ctgctgtcag
atatcaacag
ccgacaaaca
caacacagaa
gggggcgcecce
cccatcagtc
tgagtctaaa
aaagtctgca
tagatctgtce
caccagttct
cctcaagtcecce
ggacaaggtt
actcaggtcc
ccaacaactc
actcttcaga

gtaagtggag

gctgtttggt
tgggtcaagg
taccagatac
gcttggtaag
tatccgacag
ccccaagcete
gcccagcaca
cacgcacaca
ccceceecgggg
gatgtccteg
cctgceccecececece
atccttaaag
tatacatagt
gaatcgatge
tgctagaaag
tcttecttca
aactctctca
aagctcaaga
tctgatatca

gcattcatcce

ctggttgaga
cctctgaaca
aatgacagca
ccattggaag

acaaatgcgce

tgcacaactt
caagtccaga
cacctatctt
atgccatgac
gtgtcctett
tccacctcee
agggaaccgc
cacacacaca
ggcggccccce
gccaccgacce
actgtttcat
gcgaaccagt
tcctggagga
aggaagaggt
actttcatgt
aaaagggcac
aagtcaatag
gaatcaccaa
aagacaccat

aacattcttc
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cttctgagtce
ttgctgacct
gccttcacat
ctcttaactt

aatcaaatgc

tcttegtgag
gaggagaaag
ggccctttaa
cactaccttt
tgtaaatatc
tacgaagagt
acgtcaccca
cacacccaca
cgggagccecg
cgcccagceca
acatcaaagt
ctggcaaaag
ttacacttat
tcccaaggac
ccttggtcecte
ccatctttac
atctaatcce
gtatcaaggg
cgttcacctt

tatctatctc

3120

3180

3240

3300

3360

3377

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



acccttaaag
cctaaccaag
aaagtccact
cagatccttt
agcattacac
attcctaaac
ggggcccagt
aaaattgcct
ctgttttaag
ggagtcagat
ccttttecac
aacacagagg
agacataaat
aatcacttgg
tacataatca
ggteggttcet
gtagtcccaa
ctgtttgtca
atctgtggtt
cacacacctg
gaaagctgac
acaaagtttg
cactgatgga
attcaaccag
caattgaaga
aaattcacca
ttcattagga
ccaatcttte
ctttaggagg
tgcgatgget
cttgacattg

tacatagaat

aggtgagagc
aatatcaatg
gaaattgaaa
aaggatttaa
acaacatctc
ataggcctct
gcctcagecac
aatgtcctgg
aagttcttge
cgctgatgag
ttaacaacat
tcaaggaatt
ggaagaagct
ttcaaattca
catgggttta
gctaggaccce
agaagaggcc
caaatgtaca
agatcctcaa
cttcecctagag
ttgttgattg
ttctggagtg
taaaccacct
ttaacatctg
atggcctcect
tttttgaget
cacagttcct
acatcagtgt
tccagtgttce
tgatctgcaa
tgtagcgcetg

ctagatttaa

atgataaaag
aaaatttcct
actccaatac
atgcctttgg
ccattcggta
ccacattttt
catcttcaga
ttgttgcaac
agacatccct
aattggcaag
gagaaatgag
taattctggg
gatcctcaaa
ctttgtcctce
agtgcttaag
aaacacccaa
ttaaaaggca
gcgttatacc
gcagcttttt
ttttgcaaag
cttctgacag
tcttgatcaa
tttgtcttaa
ctaactgatt
ttttatctct
tatgatgcag
caatgagtct
tggtattcag
tectttggat
ttgtatctat
cagatacaaa

attctgecage
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ttcagccaca
taaacagtca
ccettttgtg
gtttgtcagg
agagaaccac
gttcaccacc
tggcatcatt
aaattctcga
cgtgctaaca
gtcagaaaac
tgacaaggat
actccacctce
gatcttggga
cagtagcctt
agttaggttce
ctcaaaagag
tatatgatca
atcccgattg
gatatacaga
gcctataaag
cagcttctgt
tgatgggatt
aaccatcctt
cagatcttet
gttaaatagg
tttccttaca
ttgtattcetg
tagaaatgga
actattaact
tgtttcacaa
ctttgtgaga

gaacctcccea

cctggattet
gtattattct
tagttgagca
ccctgectaa
ccaaaaccaa
tttgagacaa
tctttatgag
acaaatgatt
acaaattcat
agaacagtgt
tctgagttaa
atgttttttg
tatagccgec
gagctctcag
tcactgttat
ttgctcaatg
cggtgggett
caaactcttg
ttttececctat
ccagatgaga
gcaccccttg
ctttcctctt
aatgggaaca
tcaagaccga
tctaagaaaa
agctttctta
taacctctag
tccaaaggga
agggagactg
agttgatgtg
agagggactt

gccacacttt
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gtaattggca
gattgtgcgt
tgtagtcceca
tcaacatgge
actgcaaatc
atgattgaaa
ggaaccatga
caaaatacac
caaccagact
aatgttcatc
tatcaattaa
agctcatgte
tcacagattg
gctttettge
tctteecettt
aaatacaaat
ctggatgaga
tcacatgatc
ttttgtttet
tacaactctg
tgaatttact
ggaaagtcat
tttcattcaa
ggaggtctce
attcttcatt
caacctttgt
aaccatccag
aattggcata
ggacgccatt
gctctttaca
cctececcecea

ttgggctgat

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

13980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



aaatttgttt
cggatcactt
tgatgtgtaa
ctcgctaage
aaggctggat
agtaacagtt
cattgcattc
agtgctaaca
tagaaacatt
atagtttaag
cttatcattg
tattaacctt
aacctgctcet
gtatgatgtt
ttgtgtcaac
cacgtcttcet
cctgtattte
aaaccaatca
acactgatct
agcctcacag
taaatggaaa
aataagctgt
attggcccte
tttgaagaag
tctecectgte
atattcatag
ttgactcaca
tagatgctta
agagttagtce
gttgttaaat

ctgacagtca

aacaagccgc
acaaccaggt
gcctetggtce
aaaccataga
atatgggatg
gtttctgaac
acaacaggaa
tgatctttecce
aagaacaaaa
aacccttecec
tttaaacagg
gtgaacattt
ttataagata
ggtgattctt
gacagagctt
tccagtttgt
cctgagtacg
ttctcagaaa
ttaatgactg
ataaatttca
gatatttctg
aaatgatgta
ctacctcttce
cttgtctctt
tcttctecect
tctgagtgge
gcactaacaa
ttaaccacca
atgggatcta
gaagacacca

atttctttac

tcagatgaga
cactcagcecct
tttcgccaaa
agtcagaagce
gcactatccce
ccctgagaag
aggggacctc
cggaacgcac
atgggcacat
gcacattgat
agcctgaaaa
ttgtcctcaa
gtgcaaattt
ctgagtagaa
tactaaggga
cccagtcaaa
catttgcatt
agaactttct
aggtgaaata
tgtcatcatt
acaagataac
gtececttttgt
tgtaccgtge
cttctccatce
tggaaccgat
tcaacttata
gcaatttgtt
cacttttgtt
ggctgtttag
ttaggctaaa

tagtgaatct
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ttggaattce
cctatcaaat
gataacacca
attatgcaag
catttcaaaa
ttttagette
gacaagctta
atactggtca
cattggtccc
agtcattgac
gaaacttgaa
atctccaata
cagccttcea
gcacagattt
ctcagaatta
tttgaaattc
catttgcaac
acaaaggttt
caaaggtgac
ggttagacat
ttttecttaag
atttgtaagt
tattgtggtg
aaaacatatt
gaccaatcta
cttttgtttt
aaagtcatat
actagcaaga
cttettetet
ggcttccaga

cttcatttge

aacaggacaa
aaagtgatct
atgcagtagt
attceccetgee
tattgtctga
gacttgacat
tgcatgtgce
tcacctagtt
catttgctgt
aagattgcat
aaagactcaa
tagagttctce
gagtcaggac
ttcaaagcag
ctttecectet
aagccttgee
agaatcatct
tttgccatct
agctctgtgg
gatgggtcaa
tgagccatct
ttttctecat
ttgacctttt
tctgeccaggt
gagactaact
cttacgaaac
tccagaagtc
tctaatgctg
cctttgaaaa
ttaacacctg

tcatagaaca
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ggacttcctce
gatcatcact
tgatgaacct
ccatatcaat
aaattctcte
atgatttcat
aagttaacaa
tgagattttg
gatccatact
tttcaaattc
aataatcttc
tatttcccece
ctactgaggt
cactcataca
cactgattct
tttgcatatg
tcatgcaaga
catcgaggcce
aaccctcaac
agtcttctac
tcecctgttag
ctecctttgte
cttcgagact
tgtcttececga
tggaaacttt
tecteegtaat
gttctcecatt
tcgcacatcce
ttaaagtgcecce
gagttgtatg

cacattctte

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980



ctcaggagtg
gaacttttca
atgacacagg
accagtacca
aggtgtgatc
tattgccatc
ggtgagcatt
caaatcagga
atctgaaaaa
atccgggect
gtattcttca
atatctcaca
gtttgttaag
ctctgtgetg
tccaatttte
ttcagacagt
tgcaatgaac
ctttgacttt
taccagccta
ccctttgaat
ctgtctcectt
cctctcatat
gaatctcatc
atcagcaagg
ctgaaagttt
gtttattcca
cctecataatt
accggagcge
ttcaaagact
tttgaagttt
tggaactaat

gtcctctata

attgettect
aaacatttta
tatgacacat
aaaatagttt
agatcctecce
accaaatatc
agcaacaata
catgatctaa
attggtaaaa
tgtatggagt
gagtccagtt
gaccctattt
gccagacaaa
ggttggaaat
ataaagttct
ccgtaatget
tcactaatag
tttctattcc
tcattcacac
ttcgactgtt
ctagtattca
tcagtgctag
aaaggacagg
ttttcataga
ctctttaatt
aaaaccacat
tcatcattgt
ttgtcgatag
ttctcatttt
gcccactcetg
gtgacacccg

aatttcttet

tggggttgac
tctgatctgt
tcaacataaa
ttattaggaa
tcaacttatc
tgacactctg
gggtcctcag
tccatgaaat
agaacctttt
agcaccttga
ttattacttg
gattttgect
cagatgataa
tgtaatcttc
caaattcagt
cgaaactcag
atgccctaaa
tcaaaagtct
tactatagca
ttatcaatga
acagtttcaa
tctcacttcce
attcgactgce
gctcagagaa
tcccactttce
catcacagct
gagttgacct
tagtcttecag
ggttagaata
gcataaaact
caacagcaag

caaaactggc
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aaaaaaacca
tagcctgtca
tttaaatttt
tctaagcage
cattaatgat
tacctgettt
tgcaacctca
catgatgtct
aggatctgca
agattctcca
gcaaaacact
tagtctagca
tcttctcagg
aaacttcgta
gaatggtatg
tcccaccact
caattcctca
aatgaactcc
acaacccacc
ggaaagacac
actcttgact
cctttcgtge
ctcectgett
ttcecttgate
taaatctctt
catgttgggg
cgcatettte
ggactcacag
ctccaaaagt
attatcataa
gtcttecectg

tggagtgctc

aattgacttt
ggggtctcct
gcactcaaca
ttatacacca
gtagatgaaa
tgatttctct
atgtcggtga
atcatattgt
tagaaggaaa
gtcttctggt
tctttgeatt
actgagctag
ctctgtatgt
taatacatta
tggcattctt
aacaggcatt
aaagacacct
tctttagtge
cagtgtttat
aaaacatcca
ttgtttaaca
ccatgggtct
aatgttaaga
aagccttcag
ctaaacctgce
ttgatgecett
agaattttca
agtctaaaat
ttgaataaaa
tcacaacgac
atgcatgcca

ctaacaaaac
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tgggctcaaa
ttgtgatcaa
acaccttcte
ccttetecage
aatctgacac
ttgttgggtt
gacagtcttt
ataagacctc
ttaaatgacc
ataataggtg
ctaccacttg
ttttcatact
tcttcagetg
tcgggtgage
gctcaaggtg
tttgaatttt
ttctaaacac
tgtgaaagct
cattttttaa
gatttaacaa
tagagaggag
ctgcagttat
tatcatcact
ggtttacttt
tgaaaagaga
cgtggcacat
tagagtccat
attcagacte
ggtctctaaa
catctactat
atttgttagt

actcaagaag

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900
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aatgagagaa
tacaattcca
gccactettg
cagaaccatt
atcctgttcet
gcatcaaaaa

<210> 4
<211> 7205
<212> ADN

ttgtctatca
gactccacca
tctgcactgt
ctgggttccce
atatagttta

gcctaggatce

gcttgtaacce
aaattgtttc
ctatttcaat
tttgtcccag

aacataactc

ctcggtgeg
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atcaggaatg
cacagactta
gcagcgtgac
aaagttgagt

tctcaattcet

<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)

<220>

ataagtggta
tcgtegtggt
agcaacttga
ttctgeettg

gagatgattt

<223> Secuencia completa del segmento L de la cepa M de LCMV

<400> 4
gcgcaccggg

ccttcategt
aaagagggaa
ctcggacctce
gaccactatc
ctctgcaaac
ccttacgagg
cccaacacgg
acgggggcge
caattagtcg
aagtctgtac
tagcctacag
ggatctatct
accagttctg
ctcgagcetcet
aacaaggctt
ttcaggccca
tatcagctca
ctcttcagac

caggtggagg

gatcctaggce
gggaccttca
gggatgccag
tgaactgcaa
tctgcagaca
atccattgcc
agtgacgccce
aacacacaca
ccceceecgggg
atctcctcga
ttgcccacaa
tctttgaaag
atacacaact
aatcgatgta
gccaagaaaa
cttccctcaa
atcctctcaa
agctcaagag
ctaatgtcaa

cattcgtcca

atttttgttg
caaacaaacc
caatacgagc
gtcatgctgg
ctgcectgaac
aaccaaactg
cgagccccaa
cacacaccca
gtggccccce
ccaccgactt
ctgtttcata
tgaaccagtc
cttggagaat
gaagaaggct
ctctcatatce
aaagagcacc
aatcaaggga
agtcaccgag
aaacaccatc

agaaccttct

cgcattttgt
aaaccaccag
agagctgaaa
cagagatttg
ctcctgetgt
aaaatatcca
caccgacaca
cacacacatc
gggtgectegg
ggtcagccag
catcaccgtg
aggcacaagt
tgtgctaatt
cccaaggacg
cttggtctece
cattctcaca
tctgatccceg
tatcaggggg
gttcaccttg

gtccacctca

tgtgttattt
ccatgggcca
ttctgeccaga
acagtttagt
cagtctccga
cggccccaag
aggaggccac
cacacacacg
gcggagcccce
tcatcacagg
ttctttgact
gacagcggta
tccgacccect
tcatcaaaat
agtttcacaa
gtcaagggca
tccagtattt
tcctecatat
aagatagagt

cctttaaaga
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gtcctgggea
tgtgtgtgeca
gtcectcaat
acaacctctc

catccattge

gttgcacagce
aggcaagtcc
caccacctat
cagatgccat
caggtgccct
ctctccaccce
caacacaacg
cgcccccaca
acggagaggc
acttgccctt
tactgaaaca
ccagtagaat
gtagatgctc
ttccataacc
cgatgttctg
caggctccca
tcecttgagece
agtcctcaaa
ctgatctcaa

ggtgagagca

6960

7020

7080

7140

7200

7229

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



tgataggaac
aaacttcctc
ctctagecact
tgcctttgga
caatcggtaa
catatttttg
atcttcagat
tgttgctaca
gacatccctt
atttacaaga
agaaatgagc
gattctggga
atcttcatag
cttgtcctcece
gtgcttgagg
acccaactca
gagactgatg
tatgccatca
ttttctaatg
gcaaagacct
tgacagcaac
gattaatgat
cctcaagacc
ttgacttaga
atccctattg
atgtagtctc
aagcctttgg
gttaagcaaa
ctggatgcag
atctattgtt
cacaaatttt

tgcagcaaat

tcagctacac
aaacaatcag
ccctetgtat
tttgtcaagc
gagaaccatc
ttcactactt
ggcatcatgt
aattctcgta
gtactaacga
tcagaaaata
gataaagatt
ctccatctca
attttagggt
agtagccttg
cttgagette
aaggaattac
tggtcgcagt
tgtctgtgga
tatagattgt
ataaagcctg
ttectgtgecac
gggattcttt
attcttaatg
tcctettega
aagaggtcta
cttacaagcc
attctgtaac
aatgggtcca
tttaccaatg
tcacagagtt
gttaaaagtg

cgececccacca

ctggaccttg
tgttattctg
tatttatcat
cttgtttgat
caaatccaaa
ttaagatgaa
ctttatgagg
caaatgactc
caaattcatc
gaacagtgta
ctgaattgat
tgttttttga
acaatcgcect
aactctcagg
cctecattett
tcagtgagat
gagcttctgg
ttgctgtcac
ccctattttt
atgagatgca
ctcttgtgaa
cctcttggaa
ggaacaactc
ggccaaggat
agaagaattc
ttctcatgac
ctctagagcce
agggaaagtt
aaactggaac
ggtgtggctc
ggacctette

cacttttecgg
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taactggcac
gttgtgagtg
gtaatcccac
tagcatggca
ttgcaagtca
tgattggaaa
gaaccatgaa
aaaatacact
aacaaggctt
gtgttcgtcec
atcgatcaat
gctcatatca
cacagattgg
cttecettget
ccctttcaca
gcaaatatag
atgactttgc
atgcgcatcc
atttctcaca
actttgaaag
cttactgcag
agtcattact
attcaaattc
gtttcccaac
ttcattgaac
cttegtttca
atccaaccaa
ggcatatttt
accatttgca
tttacactta
cccccacaca

actgatgaac

ttcactaaaa
aaatctactg
aagtttctca
gcattgcaca
ttcctaaaca
ggccccaatg
aaacttccta
tgttttaaaa
gagtcagagc
ctcttccact
acgcaaaggt
gacatgaagg
attacatggt
acataatcac
ggttcagcta
tcccaaagga
ctgtcacaaa
atagctagat
catctacttc
gctgacttat
agcttgttcet
gatggataaa
agccaattta
tgaagaatgg
tcaccattct
ctaggacaca
tccttgacat
aagaggtcta
acagcttgat
acgttgtgta
taaaatctgg

ttgttaagca

104

agatcaatga
taattgagaa
aagacttgaa
caatatctce
tgggectcete
cttcagcgece
gagttctget
agtttttgca
gctgatggga
taactacatg
caaggaattt
gaagcagctg
ttaaacttat
atgggttcaa
agacccaaac
ggggcctcaa
tgtacaacat
cctcaagcac
ccaaagtttt
tgattgette
ggagtgtctt
ccactttctg
tgtttgccaa
ctteceottttt
tgagcttatg
attcttcaat
cagtattagt
atgttcetett
cggcaattgt
atgctgectga
atttaaattce

agccactcaa

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

13980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



atgagaatga
caatctccta
accaaaaatg
agaggcatta
tattcctaat
aagaagtttc
gacctcaaca
acgcacatac
gcacatcatt
attgatggtc
tgagaagaag
tctcaaatcce
aaacttcaac
gtaaaaacat
tagagactca
gtcaaacttg
tgcattcatt
cttecctgeag
gaaatacaat
atcattggtg
gatgaccttc
ttttgtattt
ccgcectttatt
cccatcaaag
gccgataacce
tttgtacttce
tttgttaaaa
tttgttgctg
attgagectce
gctaaaggcece

gaacttcttc

aattccagca
tcaaataagg
acaccgatac
tgtaagattc
tcaaaatatt
agctttgatt
agtttgtgca
tggtcatcac
ggccccecatt
attgatagaa
ctagaaaaag
ccaatataaa
cttccggaat
aaattcttta
gaattacttt
aaattcagac
tgcagtagaa
aggttttttg
ggtgacagtt
agacaagatg
cttaaatatg
tcaaacccca
gtggagttga
catatgtctg
aatctagaga
tgcttteteca
tcatactcta
gcaaggtcta
ttcteceett
tccagattga

atttggtcat

atacaaggac
tgatctgatc
aataattaat
cctgtceccat
ctcgaaagat
tgatatatga
tgtgccaagt
ccagtttgag
tgctatgatc
ttgcattttce
actcaaaata
gttctctgtt
caggaccaac
aagcagcact
ccetttcact
cttgtectttg
tcattttcat
ccatttcatc
ctgtagaagt
ggtcaaaatc
ccattttace
cctcatttte
ccttatctte
ctgagtcacc
ccaactttga
tgaagctctce
ggagccgtte
atgctgttge
tgaaaatcaa
cacctggggt

daaaaaacaca
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ttecctcaggg
atcacttgat
gaatctctca
gtcaatgaga
tcttteagte
tttcatcatt
taataaggtg
attttgaagg
catactgtag
aaattctttg
atcctctatc
tcctecaace
tgaagtgtat
catgcatttt
aattctaaca
catgtgecctg
acacgaaaac
cagaccacat
ttcaatagcc
ttccacaaga
tgacaatata
ccecttecattg
taaattcttg
ttctagtttce
aaccttgtac
tgtgatctga
cccatttaaa
acacccagag
agtgccattg
tgtgcgetga

ctecttectea

tcactatcaa
gtgtaagatt
ctgattaagc
ctgcttatat
acagttgtct
gcattcacaa
ctgatatgat
agcattaaaa
ttcaacaacc
tcattgttta
aatcttgtaa
tgctetttgt
gacgttggtg
gtcaatgata
tcttcettcta
tatttcectg
caatcaccct
tgttctttga
tcacagataa
tgaaaagaaa
gtctgaaggt
gtcttettge
aagaaacttg
ccagcttctg
tcgtaatctg
ctcacagcac
tgtttgttaa
ttagtcatgg
ttgaatgagg
cagtcaactt

ggggtgattg

105

ccagttcact
ctggtctcte
cgtaaaagtc
gggaaggcac
ctgaacccct
caggaaaagg
ccttteecgga
acaaaaatgg
cctctegeac
agcatgaacc
acatttttgt
atgataacgce
actcctctga
gagccttact
gtttgtccca
agtatgcatt
ctgaaaaaaa
cagctgaagt
atttcatgtc
tttctgataa
gatgcaatcc
ttctttcata
tctcttette
tttctttaga
agtggttcaa
taacaagcaa
caaccacact
gatccaagct
acaccatcat
ctttececcagt

actctttagg

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980



gttaacaaag
atctgtcagce
catgaacttg
caaaaatctg
cttgtccate
gttttgaacc
tctcaatgeca
tgagatcatg
cctttttggg
ccttgaggat
cacttggcaa
ttgtcttaat
tgacaatctt
atcttcaaac
ctcaataaat
actaagtccce
tctaaacaaa
aagtctgatg
atagcaacaa
caacgaagag
ttttaaactt
acttcctctc
aactgcctce
agagaattcc
agtttccaag
gcagttcatg
tgatcttgea
cttgagagat
agaatactct
aaagctgtta
ggcaaggtct

actagctggt

aagccaaact
ctatcagggg
aactttgcgce
agcaatttgt
aatgatgtgg
tgtttttgat
atctcaacat
gtgtcaatca
tctgcataaa
tctccagtcet
aatacctcett
ctagcaactg
ttcaaactat
tttgtataat
ggtatgtgge
accactgaca
tcctcaagag
aactcttcct
ccaacccagt
agacacaaga
ttaactttgt
tcataaccat
ttgcttagtg
ttaattaaat
tctcttctaa
tttgggttga
tctttcaaga
tcgcaaagtc
aaaagtttaa
tcataatcac
tctttgatac

gtgcttectaa

cacttttagg
tttcetttgt
tcaacagtac
acactacttt
atgagaagtc
tcctetttgt
catcaatgct
tgttgtgcaa
aagagattag
tttgatacag
tacattccac
aacttgtttt
gcatgttcct
acattatagg
actcatgcetce
agcacctttg
atacctttct
tggtgctatg
gcttatcatt
catccaaatt
tcaacataga
gggtatctgc
ctgaaatgtc
tteceggggtt
acctgctgta
caccatcatg
ttttcataga
tgaagtactc
acagaaggtc
accgaccatc
aggctagttt

cgaagcactc
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ctcaaagaat
gattaaatga
cttttcacca
ctcagcaggt
tgagacaatg
tgggttggtg
gtccttcaag
cacttcatct
atggccattg
caggtgatat
cacttgatac
catactgttt
taattgttcc
atgagttccg
aagatgttca
aacttttaaa
atacgccttt
aaagctcacc
ttttgaccct
cagtaactgt
gaggagcctc
tgtgataaat
atcactgtca
gattttetga
aagggagttt
gcacattttce
gtctatacceg
agattccteca
tctgaacttg
cactattggg
attggtgtcce

aagaagaatg

ttctcaaage
cacaggtatg
gtcccaaaaa
gtgatcaaat
gccatcacta
agcatgagta
tcaggacatg
gagaagattg
ggaccttgta
tcctcagagt
cttacagagc
gtcaaagcta
gtattaggct
gacctcatga
gacagaccat
atgaactcat
gactttctcc
aacctatcat
ttgagtttag
ctcettetgg
tcatactcag
ctcatcaaag
gcaagagtct
aaactcctct
atgccaagaa
ataatttcat
gaacgcttat
aagactttcet
aaattcaccc
accaatgtga

tctataaatt

agggaattgt

106

atttaatttg
acacattcaa
cagttttgat
cctecttcaa
aatacctaat
ataatagggt
atctgatcca
gtaaaaagaa
tagaataaca
ccaattttat
ccaattggtt
gacagacaga
ggaaatcata
aattctcaaa
agtgcccaaa
ttatggatgt
tgttccttag
tcacactccc
actgtttgat
tgttcaataa
tgctagtctce
gacaggattc
cataaagctc
tgagcttece
ccacatcatc
cattgtgaaa
caacagtggt
catcttgget
actctggcat
tacccgcaat
tcttctecaaa

caatcagttt

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900
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ataaccatca
tgcctcaaca
ctctatacaa
ccctaaaaag
caactctctc
gtgcg
<210>5

<211> 3359
<212> ADN

ggaatgatca
gatttatcat
cgcgacaaaa
ttgagcttct

aactccgaaa

aaggcagtcc
catggttgtg
gtttgagtce
gccttgacaa

tagcctcatce

ES 2811093 T3

cgggcacaca
tatgcagcceg
ctctatcaat
cctctcatct

cattgcgcat

<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)

<220>

atcccagact
ctcttgtcag
accattctgg
tgttctatgt

caaaaagcct

<223> Secuencia completa del segmento S de la cepa MP de LCMV

<400> 5
cgcaccgggg

tgggtcaaat
ttgtcattat
gcgggatact
gtcttgatgg
tgtcttacct
taagtatggg
acttttgtaa
tagtctcaag
attttaacaa
tgagtcaatg
gaaagtacat
gccagacaaa
acgcaggccc
ctagaaggct
caggtggtta
acacagctgt
tgattgatta
atctgttcaa

taagagactt

atcctaggcet
tgtgacgatg
cgtgecttatt
tgcattgatc
gcctgacatt
taacctgacg
gacttctgga
tctgacttcce
tctgcaccte
tggcatcact
taagaccttc
gaggagtgge
ctaccaatat
tttcggaatg
tgcaggcaca
ctgcttgace
tgcaaagtgce
caacaaggct
gacaacagtg

gatgggagtg

ttttggattg
tttgaggctc
atcatcacga
agctttcttt
tacaaagggg
atgcccaatg
ttggagttaa
gccctcaaca
agcattagag
attcaataca
agggggagag
tggggctgga
ctgattatac
tctagaattc
ttcacttgga
aagtggatga
aatgtaaatc
gctttgagta
aattctttga

ccatactgca

cgctttecte
tgcctcacat
gcatcaaagce
ttctggetgg
tttaccgatt
catgttcgge
ccttcacaaa
agaggacttt
gggtccccag
acctgtcatt
tcctggatat
caggttcaga
aaaacaggac
tcttegetca
ctttatcaga
tcctegetge
atgatgaaga
aattcaaaga
tttctgatca

attactcgaa

agctccegtcet
cattgatgag
tgtgtacaat
caggtcctgt
caagtcagtg
aaacaactcc
tgactccatc
tgaccacaca
ctacaaagca
ttctaatgca
gttcagaact
tggcaagact
ttgggaaaac
agaaaagaca
ctcatcagga
agagctcaag
gttctgtgat
agatgtagaa
gcttttgatg

attctggtat

107

ctattagaat
cactgtctat
gttctetttg
ggtttaagca

aggatcctceg

tgtgggagaa
gtcattaaca
ttecgecacct
ggaatgtatg
gagtttgaca
catcattata
atcacccaca
cttatgagta
gtgtcctgtg
cagagcgctc
gcttttggag
acttggtgca
cactgcaggt
aggtttctaa
gtggagaatc
tgttttggga
atgctacgac
tcecgetctac
agaaatcacc

ctagagcatg

6960

7020

7080

7140

7200

7205

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



caaagactgg
atgaaaccca
tgagaaagga
tgttttectac
acagacacat
gtagttgtgg
cagcgectce
ttagagtgtt
agttttcagg
tgcacagtgt
gcatagccag
catctcaaca
gtcatcagat
tgtcagccca
gtcctgettg
ctgtggectga
tgtaggagcg
gcttaagccc
aggcctctca
tctacaaget
gtaaggattc
aagaactgct
gttaccccca
gccagatatg
tttcagectt
tgtgagtgct
tgttaagett
gaccctcace
ctgagatctt
aggcctttca
cagttcttct
gtccacaagg
cctcttctet
cagaaggctg
ctctectecte
gtcactcagt

<210>6
<211> 552

tgagactagt
tttcagcgac
ctacataaaa
atcagcatat
aaagggcggce
tgcatttaaa
ctgactcacc
acgacatttg
tcggggagee

ggggtgacct
ccatatttgt
tcgatgaget
ccctgacaac
ggttgtgcat
aattgttttt
aatattgcta
ttagggtcaa
acctgaggtg
tttgtcagat
atgtatggcce
ctgtctccaa
ttcaggagat
tctaacaagg
ttgatgctag
tcaaggtcac
tgcacaacgt
ggcattgtgce
acaccatttg
tggtcaagct
gacctcatga
gcactaagcc
gaatacacag
ttcctecatga
gtggcatcct
aatgcctggg

ggatttccaa

gtcceccaagt
caaattgagc
aggcaaggga
ttgatcagca
tcatgcccaa
gtaccaggtg
acctcgaaag
gacctctgaa
ttgecttgga
ctttettttt
cccagacttt
taatgtctcet
ttaggaccat
tgaagaggtc
gatcagtggg
tttctacegg
tacctcccat
ggcccgetge
caattgttgt
acccceteece
cctgatcaga
cctcactgtt
ctgccectge
actgetgete
ttaggttcgg
cattgagtga
cgaattgatt
cactetgetg
gttgtgcectgt
ttttagecett
tccctacttt
tttggttgag
tcctctgaac
tgatcacage
tccattgaaa

gtcaaatgceg

ES 2811093 T3

getggettgt
aggaagcaga
gtacccctcet
tctttetgea
aaccacatcg
tggaaaccac
aggtggtgag
gattaggtca
ggcgcectttca
cttgtcecctce
gtcctcatat
tctgttttgt
tccctgtgga
agcaaggtcc
ttctctatag
gtcattaaat
gaggtccttc
cccaggcgct
gttctcccat
tgaaagacag
aacaaacatg
gcttggctta
tttcacagca
agtgatgact
gtacttgact
ggtttgtgat
gttcagaagt
aggtcteccte
taagttececcee
cagtttttca
tagaacattc
gcttetgagt
attgctcacc
agctttcaca
gcttttaact

caatcaaaat

cagcaatggt
taatatgatc
agccttgatg
tcttgtgagg
gttaaccagce
ctggaaaaga
tcagggaggc
tgtggtagga
aagatgatac
actattccag
tctettgaag
gaatctagga
agagcaccta
atgccatgtg
aaatgtatgt
ctgccctcaa
agcaacattg
ggtttgggtg
gcteteccta
actttgtaga
ttgagtttct
attaagatgg
gcaccgagac
cccaagactg
gtgtaaagca
tgtttggcceca
gatgagtccet
attccaacca
atgtagactc
aggtcagctg
ttttttgatg
ctctgtaaat
tcagagaagt
tectgatgtga
tctttggaca

gcctaggatce

108

tcttatttga
acagaaatgc
gatctattga
ataccaacac
aagggaatct
cgctgaacag
ccagagggtce
tattgtggac
agtccatgag
tgtgcatctt
cttctttagt
gtttecctgat
ttactgaaga
agtatttgga
actgcccatt
tgtcaatcca
tttggctgta
agttggccat
caactgatgt
ggatgttcte
tcttggeecce
attccaacat
tgaaattgta
ggtgettgte
gcccaaggte
tacaagccat
tcacatccca
tttgcagaat
cagaagttag
caagggacat
ttgactttag
ctttgtecate
ctaatccatt
agccttgaag
gagacatttt

cactgtgceg

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

13980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3359



<212> PRT

<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)

<220>

ES 2811093 T3

<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina NP de la cepa MP de LCMV

<400> 6

Met Ser Leu Ser Lys Glu Val Lys Ser Phe Gln Trp Thr

1

Arg Arg

Lys Asp

Asn Val
50

Gln Arg
65

Lys Ser

Glu Glu

Ile Met

Leu Thr
130

Gly Met
145

Asp Val

Glu

Ala

35

Gln

Leu

Thr

Leu

Arg

115

Ala

Arg

Lys

Leu

20

Thr

Arg

Arg

Ser

Met

100

Ser

Gln

Arg

Asp

5

Gln

Ser

Ile

Ser

Lys

85

Ser

Glu

Gln

Pro

Ser
165

Gly

Leu

Met

Leu

70

Lys

Leu

Arg

Leu

Gln

150

Ser

Phe

Leu

Arg

55

Asn

Asn

Ala

Pro

Asp

135

Gln

Leu

Thr

Asn

40

Lys

Gln

Val

Ala

Leu

120

Gln

Ser

Leu

Ser

25

Gly

Glu

Thr

Leu

Asp

105

Thr

Arg

Ala

Asn

10

Asp

Leu

Lys

Val

Lys

90

Leu

Ser

Ser

Asn

Asn
170

Vval

Asp

Arg

Tyr

75

Val

Glu

Gly

Gln

Gly

155

Gln

Lys

Phe

Asp

60

Ser

Gly

Lys

Vval

Ile

140

Val

Phe

109

Ala

Ser

45

Asp

Leu

Arg

Leu

Tyr

125

Leu

Val

Gly

Gln Ala
15

Ala Vval
30

Glu Val

Lys Asp

Val Asp

Leu Ser

95

Lys Ala

110

Met Gly

Gln Met

Arg Val

Thr Met
175

Leu

Ile

Ser

Leu

Leu

80

Ala

Lys

Asn

Val

Trp

160

Pro



Ser

Asp

Tyr

Leu

225

Asn

Gly

Asp

Asp

Glu
305

Trp

Ser

Ser

Pro

Vval

385

Tyr

Ser

Leu

val

Pro

210

Gly

Phe

Gly

Leu

Arg

290

Gly

Glu

Pro

Tyr

Asn

370

Glu

Arg

His

Thr

vVal

195

Asn

val

Ser

Asn

Leu

275

Asn

Trp

Asn

Lys

Ser

355

Ala

Ile

Glu

Gly

Met

180

Gln

Leu

Ile

Leu

Met

260

Lys

Pro

Pro

Thr

Pro

340

Gln

Pro

Ala

Pro

Met
420

Ala

Ala

Ser

Thr

Gly

245

Leu

Ala

Tyr

Tyr

Thr

325

Ala

Thr

Thr

Ile

Thr

405

Asp

Cys

Leu

Asp

Glu

230

Ala

Glu

val

Glu

Ile

310

Ile

Pro

Met

Trp

Phe

390

Asp

Leu

Met

Thr

Leu

215

Gln

Ala

Ser

Leu

Asn

295

Ala

Asp

Gly

Leu

Ile

375

Gln

Gln

Ala

Ala

Asp

200

Glu

Gln

val

Ile

Gly

280

Ile

Cys

Leu

Ala

Leu

360

Asp

Pro

Lys

Asp

ES 2811093 T3

Lys

185

Leu

Arg

Ser

Lys

Leu

265

Ala

Leu

Arg

Thr

Ala

345

Lys

Ile

Gln

Gln

Leu
425

Gln

Gly

Leu

Ser

Ala

250

Ile

Lys

Tyr

Thr

Asn

330

Gly

Asp

Glu

Asn

Phe

410

Phe

Ser

Leu

Lys

Ile

235

Gly

Lys

Lys

Lys

Ser

315

Glu

Pro

Leu

Gly

Gly

395

Lys

Asn

Gln

Leu

Asp

220

Asn

Ala

Pro

Lys

Val

300

val

Arg

Pro

Met

Arg

380

Gln

Gln

Ala

110

Thr

Tyr

205

Lys

Ile

Ala

Ser

Leu

285

Cys

vVal

Pro

Gln

Gly

365

Phe

Tyr

Asp

Gln

Ser

190

Thr

His

Ser

Leu

Asn

270

Asn

Leu

Gly

Met

Val

350

Gly

Asn

Ile

Ser

Pro
430

Leu

val

Pro

Gly

Leu

255

Ser

Met

Ser

Arg

Ala

335

Gly

Ile

Asp

His

Lys

415

Gly

Asn

Lys

Val

Tyr

240

Asp

Glu

Phe

Gly

Ala

320

Asn

Leu

Asp

Pro

Phe

400

Tyr

Leu
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Thr Ser Ser Val Ile Gly Ala Leu Pro Gln Gly
435 440

Gln Gly Ser Asp Asp Ile Arg Lys Leu Leu Asp
450 455

Asp Ile Lys Leu Ile Asp Val Glu Met Thr Lys
465 470 475

Tyr Glu Asp Lys Val Trp Asp Lys Tyr Gly Trp
485 490

Thr Gly Ile Val Arg Asp Lys Lys Lys Lys Glu
500 505

Ala Leu Met Asp Cys Ile Ile Phe Glu Ser Ala
515 520

Pro Asp Leu Lys Thr Val His Asn Ile Leu Pro
530 535

Arg Gly Pro Asn Val Val Thr Leu
545 550

<210>7

<211> 498

<212> PRT

<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)

<220>

Met

Ser

460

Glu

Leu

val

Ser

His
540

val

445

Gln

Ala

Cys

Thr

Lys
525

Asp

Leu Ser

Asn Arg

Ser Arg

Lys Met

495

Pro His
510

Ala Arg

Leu Ile

<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina GP de la cepa MP de LCMV

<400>7

Met Gly Gln Ile Val Thr Met Phe Glu Ala Leu Pro His

1 5 10

Glu Val Ile Asn Ile Val Ile Ile Val Leu Ile
20 25

Lys Ala Val Tyr Asn Phe Ala Thr Cys Gly Ile
35 40

Phe Leu Phe Leu Ala Gly Arg Ser Cys Gly Met
50 55

Pro Asp Ile Tyr Lys Gly Val Tyr Arg Phe Lys
65 70 75

Ile

Leu

Tyr

60

Ser

111

Ile

Ala

45

Gly

Val

Ile Ile
15

Thr Ser

30

Leu Ile

Leu Asp

Glu Phe

Cys

Arg

Glu

480

His

Cys

Leu

Phe

Asp

Ile

Ser

Gly

Asp
80



Met

Ser

Thr

Leu

Leu

145

Asp

Ala

Asp

Gly

Tyr

225

Tyr

Thr

Ser

Trp

Ala

305

Leu

Ser

His

Asn

Asn

130

His

Phe

Gln

Met

Trp

210

Gln

Ala

Arg

Asp

Met

290

Lys

Ile

Tyr

His

Asp

115

Lys

Leu

Asn

Ser

Phe

195

Thr

Tyr

Gly

Phe

Ser

275

Ile

Cys

Asp

Leu

Tyr

100

Ser

Arg

Ser

Asn

Ala

180

Arg

Gly

Leu

Pro

Leu

260

Ser

Leu

Asn

Tyr

Asn

85

Ile

Ile

Thr

Ile

Gly

165

Leu

Thr

Ser

Ile

Phe

245

Thr

Gly

Ala

val

Asn
325

Leu

Ser

Ile

Phe

Arg

150

Ile

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Gly

Arg

val

Ala

Asn

310

Lys

Thr

Met

Thr

Asp

135

Gly

Thr

Gln

Phe

Gly

215

Gln

Met

Arg

Glu

Glu

295

His

Ala

Met

Gly

His

120

His

val

Ile

Cys

Gly

200

Lys

Asn

Ser

Leu

Asn

280

Leu

Asp

Ala

ES 2811093 T3

Pro

Thr

105

Asn

Thr

Pro

Gln

Lys

185

Gly

Thr

Arg

Arg

Ala

265

Pro

Lys

Glu

Leu

Asn

S0

Ser

Phe

Leu

Ser

Tyr

170

Thr

Lys

Thr

Thr

Ile

250

Gly

Gly

Cys

Glu

Ser
330

Ala

Gly

Cys

Met

Tyr

155

Asn

Phe

Tyr

Trp

Trp

235

Leu

Thr

Gly

Phe

Phe

315

Lys

Cys

Leu

Asn

Ser

140

Lys

Leu

Arg

Met

Cys

220

Glu

Phe

Phe

Tyr

Gly

300

Cys

Phe

112

Ser

Glu

Leu

125

Ile

Ala

Ser

Gly

Arg

205

Ser

Asn

Ala

Thr

Cys

285

Asn

Asp

Lys

Ala

Leu

110

Thr

val

vVal

Phe

Arg

190

Ser

Gln

His

Gln

Trp

270

Leu

Thr

Met

Glu

Asn

95

Thr

Ser

Ser

Ser

Ser

175

vVal

Gly

Thr

Cys

Glu

255

Thr

Thr

Ala

Leu

Asp
335

Asn

Phe

Ala

Ser

Cys

160

Asn

Leu

Trp

Asn

Arg

240

Lys

Leu

Lys

Val

Arg

320

val
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Glu Ser Ala Leu His Leu Phe Lys Thr Thr
340 345

Asp Gln Leu Leu Met Arg Asn His Leu Arg
355 360

Tyr Cys Asn Tyr Ser Lys Phe Trp Tyr Leu
370 375

Glu Thr Ser Val Pro Lys Cys Trp Leu Val
385 390

Asn Glu Thr His Phe Ser Asp Gln Ile Glu
405 410

Ile Thr Glu Met Leu Arg Lys Asp Tyr Ile
420 425

Pro Leu Ala Leu Met Asp Leu Leu Met Phe
435 440

Ile Ser Ile Phe Leu His Leu Val Arg Ile
450 455

Lys Gly Gly Ser Cys Pro Lys Pro His Arg
465 470

Cys Ser Cys Gly Ala Phe Lys Val Pro Gly
485 490

Arg Arg

<210>8

<211> 2201

<212> PRT

<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)

<220>

val

Asp

Glu

Ser

395

Gln

Lys

Ser

Pro

Leu

475

Val

Asn

Leu

His

380

Asn

Glu

Arg

Thr

Thr

460

Thr

Glu

Ser

Met

365

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

445

His

Ser

Thr

Leu

350

Gly

Lys

Ser

Asp

Gly

430

Ala

Arg

Lys

Thr

Ile

Val

Thr

Tyr

Asn

415

Ser

Tyr

His

Gly

Trp
495

<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina L de la cepa MP de LCMV

<400> 8

Ser

Pro

Gly

Leu

400

Met

Thr

Leu

Ile

Ile

480

Lys

Met Asp Glu Ala Ile Ser Glu Leu Arg Glu Leu Cys Leu Asn His Ile

1 5 10

15

Glu Gln Asp Glu Arg Leu Ser Arg Gln Lys Leu Asn Phe Leu Gly Gln

20 25

113

30



Cys

Asp

65

Pro

Ser

Glu

Asp

Cys

145

val

Thr

Ala

Vval

225

Leu

Ser

Leu

Glu

Ile

Asp

Gly

Leu

Lys

Leu

130

Asp

Asp

Phe

Val

Arg

210

Asn

Tyr

Phe

Tyr

Pro

35

Glu

Lys

Leu

Ile

Lys

115

Ala

Tyr

Leu

Glu

Asp

195

Ser

Pro

Ser

Gln

Glu
275

Arg

Ile

Ser

Pro

Leu

100

Phe

Ile

Asp

Leu

Glu

180

Lys

Phe

Asn

Arg

Lys

260

Thr

Met

Asp

val

Leu

85

Leu

Ile

Ala

Asn

Phe

165

Ser

Arg

His

Met

Phe

245

Ile

Leu

Val

Ser

Glu

70

Ile

Glu

Glu

Gly

Ser

150

Lys

Glu

Ser

Asn

Asn

230

Arg

Asn

Ala

Leu

Ala

Ala

Ile

Cys

Asp

Ile

135

Phe

Leu

Tyr

Gly

Asp

215

Cys

Arg

Pro

Asp

Ile

40

Asp

Ile

Pro

Phe

Thr

120

Thr

Met

Leu

Phe

Ile

200

Glu

Asp

Asp

Gly

Ser
280

ES 2811093 T3

Glu

Lys

Leu

Asp

val

105

Asn

Leu

Pro

Glu

Arg

185

Asp

Ile

Asp

Leu

Asn

265

Asp

Gly

Ser

Ile

Gly

90

Arg

Lys

val

Glu

Tyr

170

Leu

Ser

Met

val

Glu

250

Leu

Asp

Leu

Gly

Glu

75

Tyr

Ser

Leu

Pro

Trp

155

Ser

Cys

Met

Lys

val

235

Thr

Ile

Ile

Lys

Cys

60

Ser

Lys

Thr

Ala

Ile

140

Val

Ser

Glu

Lys

Met

220

Leu

Gly

Lys

Ser

114

Leu

45

Ile

Gly

Leu

Pro

Cys

125

val

Asn

Gln

Ser

Ile

205

Cys

Gly

Lys

Glu

Ala
285

Leu

His

Ile

Ile

Ala

110

Ile

Asp

Phe

Asp

Leu

190

Leu

His

Ile

Leu

Phe

270

Leu

Ser

Asn

val

Asp

95

Ser

Lys

Gly

Lys

Glu

175

Lys

Lys

Asp

Asn

Lys

255

Ser

Ser

Arg

His

Cys

80

Asn

Phe

Glu

Arg

Phe

160

Lys

Thr

Asp

Gly

Ser

240

Arg

Glu

Lys



Glu

His

305

Leu

Arg

Lys

Cys

Lys

385

Tyr

Phe

Gly

Phe

Tyr

465

Leu

Leu

Gln

Cys

Ala

290

Gly

Ser

Arg

Gln

Cys

370

Glu

Arg

Ile

His

Ile

450

Tyr

Arg

Thr

Leu

Gln

Vval

Tyr

Met

Gln

Ser

355

Tyr

Glu

Lys

Leu

Tyr

435

Glu

Thr

Asn

Asn

Gly

515

Val

Glu

Glu

Leu

Leu

340

Lys

Gly

Phe

val

Lys

420

Gly

Phe

Lys

Met

Ser

500

Ser

Ile

Ser

Arg

Asn

325

Leu

Leu

Ser

Ile

Ser

405

val

Leu

Glu

Phe

His

485

Met

val

Lys

Cys

Gly

310

Lys

Asn

Lys

Val

Arg

390

Leu

Gln

Ser

Asn

Glu

470

Ser

Lys

Arg

Leu

Pro

295

Ser

Val

Leu

Gly

Asn

375

Leu

Glu

Arg

Glu

Phe

455

Asp

Leu

Thr

Tyr

Asp

Leu

Glu

Lys

Asp

Ser

360

Asp

Leu

Asp

Cys

His

440

Met

Tyr

Lys

Ser

Gln

520

Ser

ES 2811093 T3

Met

Thr

Ser

Val

345

Lys

Arg

Arg

Leu

Leu

425

Leu

Arg

Asp

Arg

Ser

505

Vval

Glu

Arg

Ser

Leu

330

Leu

Asn

Leu

Asn

Phe

410

Ser

Glu

Ser

Phe

Leu

490

val

val

Glu

Phe

Thr

315

Lys

Cys

Asp

Val

Arg

395

Arg

Vval

His

Gly

Gln

475

Ser

Ala

Glu

Tyr

Ile

300

Glu

Leu

Leu

Lys

Ser

380

Arg

Thr

Val

Glu

Thr

460

Pro

Ser

Arg

Cys

His

115

Thr

Tyr

Leu

Ser

His

365

Phe

Lys

Ser

Gly

Cys

445

His

Asn

val

Leu

Lys

525

Leu

Ala

Glu

Asn

Ser

350

Trp

His

Ser

Ile

Leu

430

His

Pro

Thr

Cys

Arg

510

Glu

Leu

Asp

Arg

Thr

335

Leu

val

Ser

Lys

Asn

415

Ser

Ile

Ile

Glu

Leu

495

Gln

val

Tyr

Thr

Leu

320

Arg

Ile

Gly

Thr

Ala

400

Glu

Phe

Pro

Met

Gln

480

Ala

Asn

Phe

Gln



Lys

545

His

Phe

Ile

Ala

Asn

625

Ser

Ile

Lys

Lys

Thr

705

Glu

Thr

Gly

Met

530

Thr

Leu

Ser

Arg

Leu

610

Gln

Asp

Thr

Thr

Phe

690

Pro

Pro

Pro

Lys

Met
770

Gly

Ile

Asp

Ser

595

Arg

Lys

Phe

Pro

Val

675

Met

Asp

Lys

Glu

Glu

755

Val

Glu

Ser

Glu

580

Cys

Thr

Gln

Ser

Ala

660

Phe

Leu

Arg

Ser

Glu

740

Val

Ser

Ser

Phe

565

Val

Pro

Leu

Val

Ser

645

Glu

Gly

Asn

Leu

Glu

725

Glu

Asp

Ser

Ser

550

Tyr

Leu

Asp

Leu

Gln

630

Thr

Lys

Thr

Val

Thr

710

Phe

Cys

Cys

Phe

535

Arg

Ala

His

Leu

Leu

615

Asn

Ser

val

Gly

Ser

695

Asp

Gly

Val

Gln

Asn
775

Cys

Asp

Asn

Lys

600

Leu

Ile

Leu

val

Glu

680

Tyr

Gln

Phe

Phe

Arg

760

Asn
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Tyr

Pro

Met

585

Asp

Met

Arg

Met

Tyr

665

Lys

Leu

Ile

Phe

Tyr

745

Thr

Gly

Ser

Lys

570

Ile

Ser

Leu

Tyr

Asp

650

Lys

Val

Cys

Lys

Vval

730

Asp

Thr

Thr

Ile

555

Arg

Asp

Ile

Thr

Leu

635

Lys

Leu

Leu

His

Cys

715

Asn

Gln

Pro

Leu

540

Gln

Phe

Thr

Asp

Asn

620

Val

Leu

Leu

Leu

Leu

700

Phe

Pro

Met

Gly

Ile
780

116

Gly

Phe

Met

Asp

605

Pro

Met

Lys

Arg

Ser

685

Ile

Glu

Lys

Lys

Val

765

Phe

Pro

Leu

Ile

590

Val

Thr

Ala

Glu

Phe

670

Ala

Thr

Lys

Glu

Lys

750

Asn

Lys

Asn

Pro

575

Ser

Glu

Lys

Ile

Asp

655

Leu

Lys

Lys

Phe

Ser

735

Phe

Leu

Arg

Gly

560

Ile

Trp

Ile

Arg

Val

640

Leu

Ile

Phe

Glu

Phe

720

Ile

Thr

Glu

Leu



ES 2811093 T3

Asn Ser Leu Asp Pro Met Thr Asn Ser Gly Cys Ala Thr Ala Leu Asp
785 790 795 800

Leu Ala Ser Asn Lys Ser Val Val Val Asn Lys His Leu Asn Gly Glu
805 810 815

Arg Leu Leu Glu Tyr Asp Phe Asn Lys Leu Leu Val Ser Ala Val Ser
820 825 830

Gln Ile Thr Glu Ser Phe Met Arg Lys Gln Lys Tyr Lys Leu Asn His
835 840 845

Ser Asp Tyr Glu Tyr Lys Val Ser Lys Leu Val Ser Arg Leu Val Ile
850 855 860

Gly Ser Lys Glu Thr Glu Ala Gly Lys Leu Glu Gly Asp Ser Ala Asp
865 870 875 880

Ile Cys Phe Asp Gly Glu Glu Glu Thr Ser Phe Phe Lys Asn Leu Glu
885 890 895

Asp Lys Val Asn Ser Thr Ile Lys Arg Tyr Glu Arg Ser Lys Lys Thr
900 905 910

Asn Glu Gly Glu Asn Glu Val Gly Phe Glu Asn Thr Lys Gly Leu His
915 920 925

His Leu Gln Thr Ile Leu Ser Gly Lys Met Ala Tyr Leu Arg Lys Val
930 935 940

Ile Leu Ser Glu Ile Ser Phe His Leu Val Glu Asp Phe Asp Pro Ser
945 950 955 960

Cys Leu Thr Asn Asp Asp Met Lys Phe Ile Cys Glu Ala Ile Glu Thr
965 970 975

Ser Thr Glu Leu Ser Pro Leu Tyr Phe Thr Ser Ala Val Lys Glu Gln
980 985 990

Cys Gly Leu Asp Glu Met Ala Lys Asn Leu Cys Arg Lys Phe Phe Ser
995 1000 1005

Glu Gly Asp Trp Phe Ser Cys Met Lys Met Ile Leu Leu Gln Met
1010 1015 1020

Asn Ala Asn Ala Tyr Ser Gly Lys Tyr Arg His Met Gln Arg Gln
1025 1030 1035
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Gly

Arg

Leu

Phe

Asp

Gly

Phe

Phe

Ile

Ser

Phe

Ser

Lys

Ser

Thr

val

Leu
1040

Ile
1055

Ser
1070

Tyr
1085

Ser
1100

Gly
1115

Thr
1130

Ser
1145

Leu
1160

Met
1175

Leu
1190

Gly
1205

Leu
1220

Tyr
1235

val
1250

Pro
1265

Asn

Ser

Leu

Ser

Gly

Asn

Arg

Gly

Ser

Asp

Met

Lys

Vval

Ile

Thr

Ser

Phe

Glu

Thr

Glu

Arg

Arg

Leu

Ser

Met

His

Leu

Asp

Glu

Lys

Glu

His

Lys

Arg

Lys

Glu

Leu

Glu

Ile

Cys

Thr

Ser

Leu

His

val

Ser

Arg

Ile

Phe

Glu

Cys

Ser

Lys

Leu

Glu

Leu

Ile

Lys

Gln

Ile

Pro

Lys

Ile

Ser

Asp
1045

Ser
1060

Met
1075

Pro
1090

Phe
1105

Tyr
1120

Asp
1135

Asn
1150

Asn
1165

Trp
1180

Asn
1195

Ser
1210

Phe
1225

Leu
1240

Phe
1255

Ser
1270

Trp

Asn

Ser

Thr

Ala

Ile

Tyr

Asn

val

Gly

Leu

Thr

Pro

Lys

Arg

Leu
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Asp

Ser

Ala

Ser

Leu

Gly

Phe

Asp

Arg

Pro

Lys

Leu

val

Leu

Glu

Ile

Lys

Glu

Ala

Tyr

Ser

Asp

Glu

Lys

Glu

Met

Asp

Leu

val

Leu

Tyr

Asp

Leu Glu
1050

Ser Leu
1065

Leu Lys
1080

Thr Ser
1095

Tyr Lys
1110

Leu Arg
1125

Ser Phe
1140

Glu Phe
1155

Gly Leu
1170

Met Cys
1185

Asp Gln
1200

Thr Trp
1215

Asn Ala
1230

Arg Gly
1245

Phe Glu
1260

Met Gly
1275
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Glu

Ser

Asn

val

Glu

Thr

Ser

Glu

Leu

Pro

Tyr

His

Met

Ser

Leu

Gln

Asp

Lys

Leu

Gly

Gln

Lys

Ser

Asn

Asn

Phe

Val

Met

Met

Glu

Gly

Gly

Val

Ala

Cys

Pro

val

Met

Phe

Ala

Tyr

Leu

Arg

His

Lys

Thr

Ile

Ile



Leu

Ile

Tyr

Ser

Glu

Pro

Phe

Ser

Cys

val

Leu

Thr

Arg

val

Gly

Lys

His
1280

Asn
1295

Thr
1310

Glu
1325

Phe
1340

Lys
1355

Tyr
1370

Ala
1385

Glu
1400

Pro
1415

Leu
1430

Asn
1445

Ile
1460

Met
1475

Glu
1490

Lys

Asn

Tyr

Ser

Leu

His

Ser

Val

Ala

Thr

val

Lys

Thr

Gln

Arg

Phe

Glu

Ala

Cys

Ser

Val

Ser

Val

Trp

Leu

Ile

Ser

Tyr

Asp

Arg

Arg

Asn

Ala

Ser

Ile

Asp

Asp

His

Vval

Gly

His

Asp

Leu

Ala

val

Leu

Leu

Glu

Ile

Asp

Gly

Asp

Ser

Leu

Gly

Glu

Asn

Thr

Val

Asn

Lys

Ile

Val

Glu

Leu

Phe
1285

val
1300

Gln
1315

Asp
1330

Ser
1345

Arg
1360

Glu
1375

val
1390

Ile
1405

Asn
1420

Phe
1435

Asp
1450

Glu
1465

Arg
1480

Phe
1495

Gln

Tyr

Ile

Ile

Pro

Gly

Phe

Val

Lys

Ala

Cys

Pro

Trp

Glu

Arg

Phe

Leu
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Gly

Phe

Thr

Glu

Leu

Ala

Pro

Cys

Asp

Ile

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

Gly

Leu

Gly

Leu

Glu

Leu

Ala

Leu

Lys

Gln

Gln

Asp

Asp

Cys

His

Asp

Asn

Ile Ser
1290

Glu Arg
1305

Phe Asp
1320

Val Leu
1335

Asn Lys
1350

Glu Phe
1365

Leu Thr
1380

Glu Pro
1395

Ala Val
1410

Lys Arg
1425

Pro Phe
1440

Gly Ser
1455

Pro Ser
1470

His Lys
1485

Leu Phe
1500

Ile Leu

119

Glu

Pro

Arg

Val

Phe

Lys

Lys

His

Ala

Thr

Leu

Arg

Glu

Leu

Asn

Gly

Arg

Glu

Arg

Leu

Ile

Ser

Phe

Gln

Asn

Leu

Leu

Gly

Thr

Lys

Arg

Leu

Phe

Ser

Leu

Leu

Ser

Arg

Val

Leu

Gly

Asp

Asn

Tyr

Lys

Asn

Asp

Glu



Glu

Glu

Pro

Lys

Gln

Cys

val

Pro

Trp

Val

Ser

Pro

val

1505

Asp
1520

Leu
1535

Ser
1550

Thr
1565

Lys
1580

Ile
1595

Cys
1610

Leu
1625

His
1640

Glu
1655

Asp
1670

Trp
1685

Ser
1700

Glu
1715

Ile
1730

Leu

Phe

val

Leu

Leu

Ser

val

Glu

Asp

Ala

Tyr

Val

Leu

Ser

Gln

Ser

Pro

Met

Gln

Leu

Ser

Arg

Asp

Gly

His

Ile

Leu

Lys

Ser

Ser

Gln

Leu

Thr

Asn

Ser

Gly

Asn

Leu

Ile

Cys

Cys

Ala

His

Arg

Val

Leu

Arg

Phe

Lys

Glu

Phe

Lys

Ala

Met

Asp

Ile

Glu

Leu

Leu

Arg

1510

Ala
1525

Met
1540

Gln
1555

Leu
1570

Ala
1585

Ile
1600

Asn
1615

Met
1630

Leu
1645

His
1660

Ser
1675

Pro
1690

Asn
1705

Leu
1720

Arg
1735

Asn

val

Glu

Cys

Ile

Gly

Arg

Asp

Tyr

Ile

Leu

vVal

Pro

Glu

Leu
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Ile

Leu

Glu

Ser

Asn

Leu

Asp

Ala

Ile

Ser

Ser

Lys

Cys

Asp

Tyr

Asn

Arg

Arg

Lys

Lys

Cys

Asn

His

Cys

Leu

Asn

Gly

Asp

Lys

Pro

Trp

Gln

Ile

Phe

Ser

Lys

Leu

val

Asp

Leu

Ser

Lys

Tyr

Ile

Lys

1515

Leu
1530

Lys
1545

Pro
1560

Thr
1575

Ala
1590

Thr
1605

Tyr
1620

Thr
1635

Arg
1650

Arg
1665

Phe
1680

Asn
1695

Val
1710

Ser
1725

Ile
1740
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Asn

Val

Ser

Arg

Phe

Leu

Ile

Ala

Gln

Pro

Glu

Glu

Ala

Leu

Tyr

Leu

Val

Leu

Gly

Gln

Gly

Arg

Ile

Ser

Leu

Leu

Gly

Arg

Asn

Glu

Asn

Tyr

Ile

Ala

Ser

Ser

Lys

His

His

Leu

Gly

Ser

Lys

His

Asp



Gln

Trp

Ile

Lys

Ser

Ser

Glu

Ser

Gly

val

Phe

Asn

Phe

Glu

Gln

val

Leu
1745

Ser
1760

Asn
1775

Arg
1790

His
1805

Thr
1820

Ser
1835

Phe
1850

Ala
1865

Asn
1880

Gly
1895

Ala
1910

Lys
1925

Gly
1940

Asn
1955

Lys
1970

Leu

Pro

Ser

Asp

Gln

Arg

Phe

Ser

Glu

Lys

Phe

Ala

Ser

Val

Asn

Cys

Pro

Arg

Glu

Glu

Arg

Asp

vVal

Trp

Ala

Asn

Gly

Met

Leu

Leu

Thr

Gln

Phe

Ile

Ser

His

Ser

Val

Arg

Phe

Leu

Met

Trp

Leu

Arg

Glu

Asp

Leu

Met

Lys

Leu

Tyr

Asp

Cys

Glu

Pro

Gly

Glu

Phe

Ile

Asn

Phe

Cys

Gln

Ser
1750

Phe
1765

Ser
1780

Thr
1795

Ser
1810

Lys
1825

Phe
1840

His
1855

Pro
1870

Arg
1885

Ser
1900

Lys
1915

Leu
1930

Ser
1945

Leu
1960

Gly
1975

Asp

Leu

Leu

val

Ser

Asn

val

Lys

Phe

Pro

Tyr

Gln

Trp

Ile

Arg

Pro
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Met

Asp

Ile

Leu

Leu

Phe

Ala

Asp

Gln

Met

Arg

Gly

Asp

Thr

Lys

Gly

Ser

Leu

Ser

Phe

val

Leu

Thr

Met

Ser

Phe

Leu

Leu

Tyr

val

Phe

val

Ser Lys
1755

Cys Val
1770

His Val
1785

Ser Asp
1800

Asp Glu
1815

Lys Gln
1830

Ser Arg
1845

Met Pro
1860

Phe Ile
1875

Arg Asn
1890

Gly Asp
1905

Thr Asn
1920

Met Ile
1935

Asp Phe
1950

Ser Leu
1965

Ala Glu
1980
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Asn

Leu

val

Leu

Phe

val

Thr

Ser

Leu

Asp

Ile

Pro

Asn

Thr

Ile

Phe

Met

Ile

Lys

vVal

vVal

Tyr

Leu

Glu

Lys

Leu

Val

Lys

Asn

His

Phe

Leu

Arg

Asp

Trp

Asn

val

Phe

Gly

Asp

Val

Gln

Cys

Ala

Thr

Asn

Leu

Ser



Cys

Glu

Asp

Glu

Gly

Arg

Gly

Lys

Gly

Arg

Ile

Leu

Cys

Gly

Lys

Ser
1985

Cys
2000

Gly
2015

Asp
2030

Ser
2045

Ile
2060

Ala
2075

Leu
2090

Tyr
2105

Phe
2120

Leu
2135

Ser
2150

Phe
2165

Lys
2180

Ser
2195

<210>9
<211>90

<212> PRT

His

Leu

Val

Pro

Arg

Gly

Leu

Glu

Gly

Arg

Gln

Leu

Ser

Tyr

Val

Leu

His

Phe

Leu

Lys

Pro

Phe

Thr

Asn

Thr

Glu

Val

Lys

Arg

Val

Phe

Leu

Asp

Ile

Ile

Glu

Glu

Lys

Phe

Gly

Leu

Pro

Ser

Leu

Glu

Lys

Leu

Ile

Leu

Leu

Trp

Gly

Asp

Asp

Glu

Cys

Asp

Lys

Lys

Glu

Gly
1990

Arg
2005

Arg
2020

Gly
2035

Asp
2050

Glu
2065

Arg
2080

Met
2095

Asp
2110

His
2125

Ile
2140

Trp
2155

Asn
2170

Gly
2185

Ile
2200

Glu

Ser

Ser

Asp

Gly

Pro

Ser

Arg

Val

Leu

Asp

Phe

Thr

Lys

Asp
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Vval

Asp

Glu

Ser

Ile

Val

Leu

val

Leu

Gln

Arg

Thr

Val

Ser

Asp

Ser

Glu

Leu

Arg

Pro

Val

Phe

Gly

Gly

Ser

Phe

Met

Cys

<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)

<220>
<223> secuencia de aminoacidos de la proteina Z de la cepa MP de LCMV

Arg

Ile

Phe

Glu

Ser

Leu

Gln

Leu

Ser

Ser

Ile

Lys

Tyr

Asp

Arg
1995

Phe
2010

Glu
2025

Leu
2040

Leu
2055

Thr
2070

Asn
2085

Ala
2100

Leu
2115

Glu
2130

Leu
2145

Asp
2160

Glu
2175

Asp
2190
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Phe

Lys

Asp

Glu

Asp

Val

Ile

Glu

Leu

Ile

Leu

Cys

Thr

Trp

Leu

Val

Tyr

Leu

Phe

Arg

Val

Leu

Leu

Ser

val

Val

Leu

Asp

Asn

Met

Ile

Glu

Met

Val

Glu

His

Thr

Pro

Leu

Val

Thr
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<400>9
Met Gly

Arg Ala

Lys Ser

35

Leu
50

Tyr

Cys Pro

65

Ala Pro

<210> 10
<211> 4604
<212> ADN

Gln

Glu

Cys

Cys

Leu

Ser

Gly Lys

Ile
20

Leu

Trp Gln

Arg His

Cys Lys Hi

70

Pro
85

Ser

Ser

Pro

Arg

Cys

Pro

Lys Glu

Asp Thr

Gly

Thr

ES 2811093 T3

Arg Asp

Tyr Leu

25

Phe Asp

40

Leu Asn

55

s Pro Leu

Pro Tyr

Ser

Leu

Pro

Glu

Leu Val

Leu Leu

Thr Lys

75

Glu
90

<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)

<220>

<223> Segmento S del Clon 13 de LCMV que codifica gB de la cepa de HCMV Merlin (tipo salvaje de longitud

completa)

<400> 10
gcgcaceggg

gccctatcect
tgtatcgtct
cacagtcacc
caacgcgtaa
accctcaagt
tctatggecce
aagcccatca
gcgcacacct
tacatccaca

gagattcatc

gatcctaggce
acagaaggat
gtctgggtge
attcctctca
cttcttececa
acggagatgt
agggtacgga
atgaagacct
ttaaggtacg
ccacttatct

atatcaacag

tttttggatt
ggaatccagg
tgcggtttee
tacgacgtct
aacggtcagc
ggtgggggte
tcttattege
ggacgagggc
agtctaccag
getgggeage

ccacagtcag

gcgetttect
atctggtgcce
tcatcttcta
gctgctcact
catggtgtta
aataccacca
tttgaacgta
atcatggtgg
aaggttttga
aacacggaat

tgctacagtt

Ala Ser Asn

Leu
30

Gly Pro

Arg Cys His

45

Ser Val Ser

Leu Lys Ile

ctagatcaac
tggtagtctg
ctcgtggaac
ctcgatcecgg
acgagaccat
agtaccccta
atatcgtctg
tctacaaacg
cgtttegteg
acgtggegece

cctacagecg

123

Thr Ser

Asn Cys

Asp His

Asp Arg

Ser Thr
80

tgggtgtcag
cgttaacttg
ttctgctact
ttcagtctct
ctacaacact
tcgegtgtgt
cacctcgatg
caacatcgtc
tagctacgct
tcctatgtgg

cgttatagca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



ggcacggttt
cccgacgatt
agccgcggcea
actactgcge
gacatttctce
gacaagtttt
gcgttagaga
gatatacagg
accattegtt
ttcttatcta
gaggctataa
tatggaaacg
aagcaaaaat
cataatagaa
tcggtgcaca
atcaaccggg
gaggtcttca
aaaccgattg
aaccaaacca
tactcacgac
ctgggcgagg
agcctcaaga
cgcatgattg
ccgctggaaa
agcaacgttt
aagtacgtgg
ctcatgagcg
ggcgeggtgg
ttcaccatca
cagcggegtt

gggaccaccg

tcgtggetta
attccaacac
gcacctggct
gctccaaata
ctttctacaa
tcatttttecc
cccacaggtt
acgaaaagaa
ccgaagccga
agaagcaaga
ataagttaca
tgtcegtett
ctctggtgga
ccaaaagaag
atctggtcta
cgctggecgea
aggaactcag
ccgegegttt
gcgtcaaggt
ccgtggtcecat
acaacgaaat
tcttecatege
acctcagcag
ataccgactt
ttgacctcga
aggacaaggt
gcectgggege
cctecegtggt
tecctegtgge
tgtgcacgca

tgacgtcggg

tcatagggac
ccacagtacc
ctatcgtgag
tccttatcat
cggaaccaat
gaactacact
ggtggcetttt
tgtcacttgt
ggactcgtat
ggtgaacatg
gcagattttc
tgaaaccact
actcgaacgt
tacagatggce
cgcccagetg
aatcgcagaa
caagatcaac
catgggtgat
gctgcgtgat
ctttaatttc
cctgttggge
cgggaactcg
tatctccacce
cagggtactg
agagatcatg
agtcgacccg
cgcgggaaag
cgaaggcgtt
catagctgta
gccgcetgeag

cagcaccaaa
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agctatgaaa
cgttacgtga
acctgtaatc
tttttcgeca
cgcaatgecca
attgtctceg
cttgaacgtg
caactcactt
cacttttctt
tccgactcetg
aatacttcat
ggtggtttgg
ttggccaacc
aacaatgcaa
cagttcacct
gcctggtgtg
ccgtcageca
gtcttgggee
atgaacgtga
gccaacagct
aaccaccgca
gcctacgagt
gtcgacagca
gaactttact
cgcgaattca
ctaccgececet
gcegttggeg
gccaccttce
gtcattatca
aacctcttte

gacacgtcgt

acaaaaccat
cggtcaagga
tgaattgtat
ctteccacggg
gctactttgg
actttggaag
cggactcggt
tctgggaage
ctgccaaaat
cgectggactg
acaatcaaac
tagtgttctg
gctccagtcet
ctcatttatce
atgacacgtt
tggatcaacg
ttctctegge
tggccagetg
aggagtcgcc
cgtacgtgca
ctgaggaatg
acgtggacta
tgatcgeccect
cgcagaaaga
actcgtacaa
acctcaaggg
tagccattgg
tcaaaaaccc
cttatttgat
cctatectggt

tacaggctcce

124

gcaattaatg
tcaatggcac
ggtgaccatc
tgacgtggtt
agaaaacgcc
accgaattct
gatctcctgg
ctcggaacge
gaccgccact
cgtacgtgat
atatgaaaaa
gcaaggtatc
gaatcttact
caacatggaa
gcgeggttac
gcgcacccta
catttacaac
cgtgaccatc
aggacgctgc
gtacggtcaa
tcagcttcece
cctcttcaaa
ggatatcgac
gctgegttcece
gcagcgggta
tetggacgac
ggccegtgggt
cttcggageg
ctatactcga
gtccgecgac

gccttectac

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



gaggaaagtg
acggcggctc
ctggacgcag
acgcaggaca
taccgacact
ctcteccacct
catttgggce
ggagccttge
tgatctcettt
atttgtccca
taagcttaat
gacagcttag
gcgcattgaa
gtttttgatc
ttgctattte
ggtcaattcce
gaggtggacc
tgagatcaat
atggccatcce
ccccaacttg
agagatcctc
acagggctgc
tgctggactg
gatcattaag
caacgtcatt
ttgtgccaaa
cacttgcacc
ctagttgetg
tcatgatctt
tgagecctcecce
gtacagtctg
tcatgatcct
catccttaat
cttgegteca
tctcaagaca
<210> 11

<211> 35
<212> ADN

tttataattc
cgccttacac
agcagcgagc
agggacagaa
tgaaagactc
cgaaagaggt
tctaaaaatt
tttggaggeg
cttetttttg
cactttatct
gtccttecta
aaccatcccc
gaggtcggca
aacgggttcc
cactggatca
tcccatgagg
tgctgctcca
tgttgtgttt
ttcacctgaa
gtctgaaaca
gctgttgett
ccctgecttce
ctgttcagtg
atttggatac
gagcggagtc
ttgattgttc
ctgetgagge
tgttgttaag
ggccttecage
cactttcaaa
gttgagactt
ctgaacattg
gacagcagce
ttggaagctc

aatgcgcaat

<213> Secuencia artificial

tggtcgcaaa
caacgagcag
gcagcagaac
gcccaaccta
tgacgaagaa
ggagagtcag
aggtcatgtg
ctttcaaaaa
tceccttacta
tcatactccc
ttttgtgagt
tgcggaagag
agatccatgc
ctgtaaaagt
ttaaatctac
tcttttaaaa
ggcgctggece
tcccatgetce
aggcaaactt
aacatgttga
ggcttgatca
acggcagcac
atgaccccca
ttgactgtgt
tgtgactgtt
aaaagtgatg
tttectecatece
ttccecatat
ttctcaaggt
acattcttct
ctgagtctct
ctgacctcag
ttcacatctg

ttaacttcct

caaatgecta
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ggaccgggac
gcttaccaga
ggtacagatt
ctagaccgac
gagaacgtct
ggaggcccag
gcagaatgtt
tgatgcagtc
ttccagtatg
tcgaagettce
ccagaagcett
cacctataac
cgtgtgagta
gtatgaactg
cctcaatgte
gcattgtectg
tgggtgagtt
tccccacaat
tatagaggat
gttttectett
aaattgactc
caagactaaa
gaactgggtg
aaagcaagcce
tggccataca
agtctttcac
caactatctg
atacccctga
cagccgcaag
ttgatgttga
gtaggtettt

agaagtccaa
atgtgaagct
tagacaagga

ggatccactg

caccgtecgte
tgcttetgge
ctttggacgg
tgcgacatcg
gaagaacagc
agggtcttag
gtgaacagtt
catgagtgca
catcttacac
cctggtcatt
tctgatgtca
tgacgaggtc
cttggaatct
ccegttetgt
aatccatgta
getgtagett
gactgcaggt
cgatgttcta
gttttcataa
ggccccgaga
taacatgtta
gttatagcca
cttgtcttte
aaggtctgtg
agccatagtt
atcccaaact
taggatctga
agcctgggge
agacatcagt
ctttaaatcc
gtcatctcte

cccattcaga
ctgcaattct
catcttgttg

tgcg

125

tgatgcatce
cctggececegt
acggactggce
caaaaacggc
gcctecctga
agtgtcacaa
ttcagatctg
cagtgcgggy
aaccagccat
tcaacatcga
tcggagectt
aacccgggtt
tgcttgaatt
ggttggaaaa
ggagcgttgg
aagcccacct
ttctegettg
caagctatgt
gggttcctgt
actgeccttea
cccccatcca
gaaatgttga
agcctttcaa
agcgettgta
agacttggca
cttaccacac
gatctttggt
ctttecagace
tcttetgeac
acaagagaat
ttttecttee
aggttggttg
cttctcaatg

ctcaatggtt

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

4440

4500

4560

4604
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<220>
<223> Cebador especifico de WE

<400> 11
aatcgtctect aaggatgggt cagattgtga caatg

<210> 12

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

35

<223> Cebador de fusion especifico de WE que porta un saliente complementario al cebador especifico de WET

<400> 12

aatcgtctct aaggatgggt cagattgtga caatg

<210> 13

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador especifico de WET

<400> 13

ctcggtgatc atgttatctg cttecttgtte gatttga

<210> 14

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de fusion especifico de WET complementario a la secuencia de WE

<400> 14
aatcgtctcet ttctttatct cctcectteccag atgg

<210> 15

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador especifico de NP de LCMV

<400> 15
ggctcccaga tctgaaaact gtt

<210> 16

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador especifico de NP y GP

<400> 16

gctggcttgt cactaatgge tc

126

35

37

34

23

22



10

15

<210> 17
<211> 535
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia representativa de ADNc obtenida del animal no. 3 (r3LCMV-GFPnat no. 3) que revela un

ES 2811093 T3

segmento S recombinado que combina secuencias de NP y GP

<400> 17

aagaagcaga
gcacccceect
tcttectgea
agccccacag
taaaaaccat
aggtggagag
gatccecggeg
cgaaagaggt
ctaaaaatta

<210> 18
<211> 2555
<212> ADN

taacatgatc
ggccctcecatg
cctggtgaag
actcaccaac
ctggaagagg
tcagggaggc
gcggtcacga
ggagagtcag

ggtcatgtgg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Segmento S 1 de rBLCMV-P1A (que contiene NP)

<400> 18

accgagatge
gatctgctca
atccccacce
aagggcatct
agataaagaa
ccagagggtc
actccagcag
ggaggcccag

cagaatgttg

tgaggaagga
tgttcagcac
acagacacat
gcagctgegg
cagcgcctcece
ttacttgtac
gaagaacagc
aggtcttaga

tgaacagttt

ctacatcaag
cagcgcectac
caagggcggce
cgccttcaag
ctgactctcc
agctcgtcca
gcctcectga
gtgtcacaac

tcagatctgg

agacagggca
ctcatcagca
agctgceccceca
gtgceceggeg
acctcgaaag
tgccgagagt
ctctccacct
atttgggect

gagcce

gcgcaccggg gatcctagge tttttggatt gegetttecet ctagatcaac tgggtgtcag

gccctatcect acagaaggat gagcgacaac aagaagcccg acaaggccca ctctggcecage

ggcggagatg gcgacggcaa cagatgtaac ctgetgcaca gatacagect ggaagagatce

127

60
120
180
240
300
360
420
480

535

60

120

180



ctgccctace
atgttcatcg
cagagcaaga
tactacgacg
gaagaactgg
gtggaaatgg
ggacaccacc
aactttctgg
gccgacgaag
gaaatgggca
tcgaaagagg
ctctaaaaat
ctttggaggce
tecttettttt
acactttatc
tgtececttect
gaaccatccc
agaggtcggc
caacgggttce
ccactggatce
ctcccatgag
ctgctgctcc
ttgttgtgtt
cttcacctga
ggtctgaaac
cgetgttget
ccectgecett
gctgttcagt
gatttggata
tgagcggagt
attgattgtt

cctgetgagg

tgggctgget
acgccctgta
gaatgagcag
atgaggatga
aaaacctgat
gcgetggege
tgagaaagaa
tgtccatccc
aggtggccat
accccgacgg
tggagagtca
taggtcatgt
gctttcaaaa
gtcccttact
ttcatactcce
attttgtgag
ctgcggaaga
aagatccatg
cctgtaaaag
attaaatcta
gtcttttaaa
aggcgctggce
ttcccatget
aaggcaaact
aaacatgttg
tggcttgatce
cacggcagca
gatgacccce
cttgactgtg
ctgtgactgt
caaaagtgat

ctttctecatce

ggtgttegee
cgaggaacag
cgtggacgag
cgacgacgac
ggacgacgag
cgaagagatg
cgaagtgaag
cgtgaacccc
ggaagaagaa
cttcagccce
gggaggccca
ggcagaatgt
atgatgcagt
attccagtat
ctcgaagett
tccagaaget
gcacctataa
ccgtgtgagt
tgtatgaact
ccctecaatgt
agcattgtct
ctgggtgagt
ctccccacaa
ttatagagga
agttttctct
aaaattgact
ccaagactaa
agaactgggt
taaagcaagc
ttggccatac
gagtctttca

ccaactatct
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gtcgtgacaa
tacgagaggg
gacgaggatg
gecttctacg
tccgaggatg
ggagccggcyg
tgccggatga
aaagaacaga
gaggaagagyg
tgaagaacag
gagggtctta
tgtgaacagt
ccatgagtgce
gcatcttaca
ccctggteat
ttctgatgtce
ctgacgaggt
acttggaatc
gcecegttetg
caatccatgt
ggctgtagcet
tgactgcagg
tcgatgttet
tgttttecata
tggcceccegag
ctaacatgtt
agttatagcce
gettgtettt
caaggtctgt
aagccatagt
catcccaaac

gtaggatctg

caagcttcct
acgtggcctg
atgaggacga
atgacgagga
aggccgagga
ctaactgtgc
tctacttett
tggaatgcag
aagaagaaga
cgcctcectg
gagtgtcaca
tttcagatct
acagtgcggg
caaccagcca
ttcaacatcg
atcggagcecct
caacccgggt
ttgcttgaat
tggttggaaa
aggagcegttg
taagcccacc
tttctcgett
acaagctatg
agggttcctg
aactgccttce
acccccatce
agaaatgttg
cagccttteca
gagcgettgt
tagacttggce
tcttaccaca

agatctttgg

128

ggccctgecag
gatcgccaga
cgaagatgac
cgatgaagag
agagatgagce
ttgcgtgeccea
ccacgaccce
atgcgagaac
agaagaggaa
actctccacc
acatttggge
gggagecttg
gtgatctctt
tatttgtcce
ataagcttaa
tgacagctta
tgcgcattga
tgtttttgat
attgctattt
gggtcaatte
tgaggtggac
gtgagatcaa
tatggccatc
tcecccaactt
aagagatcct
aacagggctg
atgctggact
agatcattaa
acaacgtcat
attgtgccaa
ccacttgcac

tctagttget

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



gtgttgttaa
tggccttcag
ccactttcaa
ggttgagact
tctgaacatt
tgacagcagc
attggaagct
aaatgcgcaa

<210> 19
<211> 2375
<212> ADN

gttccccata
cttctcaagg
aacattcttc
tctgagtcte
gctgacctca
cttcacatct
cttaacttcce

tcaaatgcct

<213> Secuencia artificial

<220>

tatacccctg
tcagccgecaa
tttgatgttg
tgtaggtctt
gagaagtcca
gatgtgaagc
ttagacaagg

aggatccact
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aagcctgggg
gagacatcag
actttaaatc
tgtcatctct
acccattcag
tctgcaattc

acatcttgtt

gtgeg

cctttcagac
ttcttctgea
cacaagagaa
cttttcctte
aaggttggtt
tcttctcaat

gctcaatggt

<223> Segmento S 2 de rBLCMV-P1A (que contiene GP)

<400> 19
gcgecaceggyg

gccctatcect
ggcggagatg
ctgcecctace
atgttcatcg
cagagcaaga
tactacgacg
gaagaactgg
gtggaaatgg
ggacaccacc
aactttctgg
gccgacgaag
gaaatgggca
tcgaaagagg
ttacaccagg
gctttggaca
agatgctgac

tactcccecetg

gatcctagge
acagaaggat
gcgacggcaa
tgggctggcet
acgccctgta
gaatgagcag
atgaggatga
aaaacctgat
gcgetggege
tgagaaagaa
tgtccatcce
aggtggccat
accccgacgg
tggagagtca
caccttaaat
tgagccacct
tagatatgca

cctectttatg

tttttggatt
gagcgacaac
cagatgtaac
ggtgttcgece
cgaggaacag
cgtggacgag
cgacgacgac
ggacgacgag
cgaagagatg
cgaagtgaag
cgtgaaccce
ggaagaagaa
cttcagcececce
gggaggccca
gcaccacaac
tttatgtgcee
gatgtggaaa

taatccttcce

gcegetttect
aagaagcccg
ctgctgcaca
gtcgtgacaa
tacgagaggg
gacgaggatg
gccttctacg
tccgaggatg
ggagccggceg
tgccggatga
aaagaacaga
gaggaagagg
tgaagaacag
gagggtctca
tacaaattce
tgtgtgttgg
acatcagaag

tcaacatctce

ctagatcaac
acaaggccca
gatacagcct
caagcttcct
acgtggcctg
atgaggacga
atgacgagga
aggccgagga
ctaactgtgce
tctacttett
tggaatgcag
aagaagaaga
cgccteectg
gcgtcetttte
tttgttggtt
tattttgaca
gtccatcaat

tgtaatcatg

129

ctcatgatct
ctgagcctcce
tgtacagtct
ctcatgatcc
gcatccttaa
gcttgegtee

ttctcaagac

tgggtgtcag
ctctggcage
ggaagagatc
ggccctgecag
gatcgccaga
cgaagatgac
cgatgaagag
agagatgagc
ttgcgtgeca
ccacgaccce
atgcgagaac
agaagaggaa
actctccacc
cagacggttt
aatcggtgtg
aggtgcagga
gctagggggg

ttatcggectt

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2555

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



10

cctgttcegat
agcacttggg
aattgcaata
aaatcaaaga
acttactcaa
catgatttac
gaatcatcca
aagtccaggt
ggagaatcct
tttgtataat
ctgtccagece
ggactctacc
agttgtattg
tccetcetgat
ttttgttgaa
aggtcaattc
atgcgttggg
aaactccttt
gaagtaggaa
tacccgtgat
gcagagcctce
aaatgcgcaa

<210> 20
<211> 7229
<212> ADN

ttggtcactg
gacactagtt
tggcacccce
attcactgtt
agcagccttg
attgcattte
tttggtcagg
gaatgtgecce
ggacatccca
caggtattgg
ccagccactce
tctgaaggtt
gatggttatg
actgaggtgt
ggcagaggtc
tagtccagaa
catggtcagg
gtaaatgtcg
actgatcaat
cacgataagc
aaacattgtc

tcaaatgcct

<213> Secuencia artificial

<220>

aagtgggtct
tcgecggtcet
atcagatctc
gttttgaata
ttgtagtcaa
gcaactgctg
caataaccac
gctagtctcee
aaaggacctg
taactcgtct
ctcatgtatt
ctacactggce
ccattgttga
aggctcgaaa
agattgcaaa
gtcecccatac
ttcagatgtg
ggtcccttaa
gcgaatatcce
acaataatga
acaatctgac

aggatccact

<223> Segmento L de r3LCMV-P1A

<400> 20

gcgcaccggg gatcctagge gtttagttge

gctgtcagaa gtggacctgg ctgatagcga

gcaccaatag tacaaacagg gccgaaatcce

gctgcaaatc ttgctggcag aaatttgaca

gcaggcactg tttaaacctt ctgctgtcag
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catttaagta
ttgcatgttce
tcaagtggtt
agtgcaaggc
ttagtcgcag
tgttcececgaa
ctggattctce
tagtggagaa
catatgtgca
ggctacacca
tccececececgaa
tctgagecact
agtcgcagga
ctatactcat
agttgtgact
tgatgtaatg
acatatcaaa
gaccgtacat
cacaggtggc
caatgttgat
ccatcttgtt

gtgeg

gctgtttggt
tgggtcaagg
taccagatac
gcttggtaag

tatccgacag

agaaccattg
taggtaccaa
cctcatcagt
agattctacg
catgtcacag
acacttaagc
cacccctgaa
cttagtttte
gtggttttce
ggtggtcttg
ggcagttcta
ttgtgcatct
tactgcctta
gagtgtgtgg
gatgatggaa
gtgggagttg
ctccactgac
gccacaggac
aaaattgtag
cacctcatcg

gctcaatggt

tgcacaactt
caagtccaga
cacctatctt
atgccatgac

gtgtcctcett

130

gtgacaagcc

aactttgagt
agttgatctg
tcctetttga
aattcttcat
tctgcagcaa
gagtctgaca
tcttgggaaa
caggttctat
ccatctgagce
aacatatcta
gagaatgtca
tagttggagt
tcaaaggtct
tcattggtga
ttggctgaac
ttaaattggt
ctgccagcecca
acagccttga
atgatgtgag

ttctcaagac

tcttcegtgag
gaggagaaag
ggccctttaa
cactaccttt

tgtaaatatc

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2375

60

120

180

240

300



cattaccaac
aacaccgtce
acgcacacag
cgcacgcgec
ggcggagece
atcgtecgecag
gctcctagat
cgacagtgga
ctctgaacce
atcactaatc
cagcttcaca
agtcagtgge
atccagtatt
atcttccatg
gaagacagag
acccttaaag
cctaaccaag
aaagtccact
cagatccttt
agcattacac
attcctaaac
ggggcccagt
aaaattgcct
ctgttttaag
ggagtcagat
ccttttecac
aacacagagg
agacataaat
aatcacttgg
tacataatca

ggtcggttct

cagattgaag
ggccccggec
acacagcacc
cccaccaccg
cacggagatg
gacctccect
ttgctaaaac
atcagcagaa
aacaaatgtt
ttttcatagce
atgatatttt
acaggctccce
cttttggagce
taatcctcaa
tctgtecctca
aggtgagagc
aatatcaatg
gaaattgaaa
aaggatttaa
acaacatctc
ataggcctcet
gcctcagecac
aatgtcctgg
aagttcttgc
cgctgatgag
ttaacaacat
tcaaggaatt
ggaagaagct
ttcaaattca
catgggttta

gctaggaccc

atatcaacag
ccgacaaaca
caacacagaa
gggggcgecce
cccatcagte
tgagtctaaa
aaagtctgca
tagatctgtc
caccagttct
cctcaagtce
ggacaaggtt
actcaggtce
ccaacaactc
actcttcaga
gtaagtggag
atgataaaag
aaaatttcct
actccaatac
atgcctttgg
ccattcggta
ccacattttt
catcttcaga
ttgttgcaac
agacatccct
aattggcaag
gagaaatgag
taattctggg
gatcctcaaa
ctttgtecte
agtgcttaag

aaacacccaa

ES 2811093 T3

ccccaagcete
gcccagcaca
cacgcacaca
ccecececgggy
gatgtcectceg
cctgecececcee
atccttaaag
tatacatagt
gaatcgatge
tgctagaaag
tcttcettceca
aactctctca
aagctcaaga
tctgatatca
gcattcatce
ttcagccaca
taaacagtca
ccettttgtg
gtttgtcagg
agagaaccac
gttcaccacc
tggcatcatt
aaattctcga
cgtgctaaca
gtcagaaaac
tgacaaggat
actccacctce
gatcttggga
cagtagecett
agttaggttc

ctcaaaagag

tccacctecee
agggaaccgc
cacacacaca
ggcggcccce
gccaccgace
actgtttcat
gcgaaccagt
tcctggagga
aggaagaggt
actttcatgt
aaaagggcac
aagtcaatag
gaatcaccaa
aagacaccat
aacattcttc
cctggattct
gtattattct
tagttgagca
ccctgectaa
ccaaaaccaa
tttgagacaa
tctttatgag
acaaatgatt
acaaattcat
agaacagtgt
tctgagttaa
atgttttttg
tatagccgcee
gagctctcag
tcactgttat

ttgctcaatg

131

tacgaagagt
acgtcaccca
cacacccaca
cgggagcccg
cgcccagcca
acatcaaagt
ctggcaaaag
ttacacttat
tceccaaggac
ccettggtete
ccatctttac
atctaatccc
gtatcaaggg
cgttcacctt
tatctatctc
gtaattggca
gattgtgegt
tgtagtccca
tcaacatggc
actgcaaatc
atgattgaaa
ggaaccatga
caaaatacac
caaccagact
aatgttcatc
tatcaattaa
agctcatgtce
tcacagattg
gctttettge
tctteecettt

aaatacaaat

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



gtagtcccaa
ctgtttgtca
atctgtggtt
cacacacctg
gaaagctgac
acaaagtttg
cactgatgga
attcaaccag
caattgaaga
aaattcacca
ttcattagga
ccaatctttce
ctttaggagg
tgcgatgget
cttgacattg
tacatagaat
aaatttgttt
cggatcactt
tgatgtgtaa
ctecgetaage
aaggctggat
agtaacagtt
cattgcattc
agtgctaaca
tagaaacatt
atagtttaag
cttatcattg
tattaacctt
aacctgctct
gtatgatgtt
ttgtgtcaac

cacgtcttcet

agaagaggcc
caaatgtaca
agatcctcaa
cttecctagag
ttgttgattg
ttctggagtg
taaaccacct
ttaacatctg
atggcctect
tttttgagct
cacagttecct
acatcagtgt
tccagtgttc
tgatctgcaa
tgtagcgetg
ctagatttaa
aacaagccgc
acaaccaggt
gcctetggte
aaaccataga
atatgggatg
gtttctgaac
acaacaggaa
tgatctttecc
aagaacaaaa
aacccttcece
tttaaacagg
gtgaacattt
ttataagata
ggtgattctt
gacagagctt

tccagtttgt

ttaaaaggca
gcgttatacc
gcagcttttt
ttttgcaaag
cttctgacag
tcttgatcaa
tttgtcttaa
ctaactgatt
ttttatctcet
tatgatgcag
caatgagtct
tggtattcag
tcctttggat
ttgtatctat
cagatacaaa
attctgecage
tcagatgaga
cactcagcct
tttegeccaaa
agtcagaagc
gcactatccc
ccctgagaag
aggggacctc
cggaacgcac
atgggcacat
gcacattgat
agcctgaaaa
ttgtectcecaa
gtgcaaattt
ctgagtagaa
tactaaggga

cccagtcaaa

ES 2811093 T3

tatatgatca
atcccgattg
gatatacaga
gcctataaag
cagcttctgt
tgatgggatt
aaccatcctt
cagatcttct
gttaaatagg
tttccttaca
ttgtattctg
tagaaatgga
actattaact
tgtttcacaa
ctttgtgaga
gaacctcccea
ttggaattcc
cctatcaaat
gataacacca
attatgcaag
catttcaaaa
ttttagcttc
gacaagctta
atactggtca
cattggtccc
agtcattgac
gaaacttgaa
atctccaata
cagccttcca
gcacagattt
ctcagaatta

tttgaaattc

cggtgggett
caaactcttg
ttttcecctat
ccagatgaga
gcacccecttg
ctttecctett
aatgggaaca
tcaagaccga
tctaagaaaa
agctttctta
taacctctag
tccaaaggga
agggagactg
agttgatgtg
agagggactt
gccacacttt
aacaggacaa
aaagtgatct
atgcagtagt
attccetgee
tattgtctga
gacttgacat
tgcatgtgece
tcacctagtt
catttgctgt
aagattgcat
aaagactcaa
tagagttcte
gagtcaggac
ttcaaagcag
cttteecctet

aagccttgee

132

ctggatgaga
tcacatgatc
ttttgtttet
tacaactctg
tgaatttact
ggaaagtcat
tttcattcaa
ggaggtctce
attcttcatt
caacctttgt
aaccatccag
aattggcata
ggacgccatt
gctctttaca
ccteccccca
ttgggctgat
ggacttcctce
gatcatcact
tgatgaacct
ccatatcaat
aaattctctce
atgatttcat
aagttaacaa
tgagattttg
gatccatact
tttcaaattc
aataatctte
tatttcecece
ctactgaggt
cactcataca
cactgattct

tttgcatatg

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



cctgtattte
aaaccaatca
acactgatct
agcctcacag
taaatggaaa
aataagctgt
attggcccte
tttgaagaag
tcteecetgte
atattcatag
ttgactcaca
tagatgctta
agagttagtc
gttgttaaat
ctgacagtca
ctcaggagtg
gaacttttca
atgacacagg
accagtacca
aggtgtgatc
tattgccatc
ggtgagcatt
caaatcagga
atctgaaaaa
atccgggect
gtattcttca
atatctcaca
gtttgttaag
ctectgtgetg
tccaattttce

ttcagacagt

cctgagtacg
ttctcagaaa
ttaatgactg
ataaatttca
gatatttectg
aaatgatgta
ctacctcttc
cttgtctett
tcttcteect
tctgagtgge
gcactaacaa
ttaaccacca
atgggatcta
gaagacacca
atttctttac
attgcttccet
aaacatttta
tatgacacat
aaaatagttt
agatcctccce
accaaatatc
agcaacaata
catgatctaa
attggtaaaa
tgtatggagt
gagtccagtt
gaccctattt
gccagacaaa
ggttggaaat
ataaagttct

ccgtaatget

catttgcatt
agaactttct
aggtgaaata
tgtcatcatt
acaagataac
gtcecttttgt
tgtaccgtge
cttctecate
tggaaccgat
tcaacttata
gcaatttgtt
cacttttgtt
ggctgtttag
ttaggctaaa
tagtgaatct
tggggttgac
tctgatctgt
tcaacataaa
ttattaggaa
tcaacttatc
tgacactctg
gggtcctcag
tccatgaaat
agaacctttt
agcaccttga
ttattacttg
gattttgcect
cagatgataa
tgtaatctte
caaattcagt

cgaaactcag

ES 2811093 T3

catttgcaac
acaaaggttt
caaaggtgac
ggttagacat
ttttettaag
atttgtaagt
tattgtggtg
aaaacatatt
gaccaatcta
cttttgtttt
aaagtcatat
actagcaaga
cttecttetet
ggcttccaga
cttcatttge
aaaaaaacca
tagcctgtca
tttaaatttt
tctaagcagc
cattaatgat
tacctgettt
tgcaacctca
catgatgtct
aggatctgca
agattctcca
gcaaaacact
tagtctagca
tcttctcagg
aaacttegta
gaatggtatg

tcccaccact

agaatcatct
tttgccatct
agctctgtgg
gatgggtcaa
tgagccatct
ttttctecat
ttgacctttt
tctgecaggt
gagactaact
cttacgaaac
tccagaagtc
tctaatgctg
cctttgaaaa
ttaacacctg
tcatagaaca
aattgacttt
ggggtctcct
gcactcaaca
ttatacacca
gtagatgaaa
tgatttctcet
atgtcggtga
atcatattgt
tagaaggaaa
gtcttectggt
tctttgeatt
actgagctag
ctctgtatgt
taatacatta
tggcattctt

aacaggcatt

133

tcatgcaaga
catcgaggcece
aaccctcaac
agtcttctac
tcecctgttag
ctcctttgte
cttcgagact
tgtcttceecga
tggaaacttt
tctcegtaat
gttctccatt
tcgcacatcce
ttaaagtgcc
gagttgtatg
cacattcttc
tgggctcaaa
ttgtgatcaa
acaccttctc
ccttctcage
aatctgacac
ttgttgggtt
gacagtcettt
ataagacctc
ttaaatgacc
ataataggtg
ctaccacttg
ttttcatact
tcttcagetg
tcgggtgage
gctcaaggtg

tttgaatttt

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940
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tgcaatgaac
ctttgacttt
taccagccta
ccctttgaat
ctgtctccett
cctctcatat
gaatctcatc
atcagcaagg
ctgaaagttt
gtttattcca
cctcataatt
accggagcgce
ttcaaagact
tttgaagttt
tggaactaat
gtcctctata
aatgagagaa
tacaattcca
gccactcttg
cagaaccatt
atcctgttet
gcatcaaaaa

<210> 21
<211> 2628
<212> ADN

tcactaatag
tttctattce
tcattcacac
ttcgactgtt
ctagtattca
tcagtgctag
aaaggacagg
ttttcataga
ctctttaatt
aaaaccacat
tcatcattgt
ttgtcgatag
ttctcatttt
gcccactctg
gtgacacccg
aatttcttct
ttgtctatca
gactccacca
tctgcactgt
ctgggttccce
atatagttta

gcctaggatce

<213> Secuencia artificial

<220>

atgccctaaa
tcaaaagtct
tactatagca
ttatcaatga
acagtttcaa
tctcacttce
attcgactge
gctcagagaa
tcccacttte
catcacagct
gagttgacct
tagtcttcag
ggttagaata
gcataaaact
caacagcaag
caaaactggc
gcttgtaacc
aaattgtttc
ctatttcaat
tttgtcccag
aacataactc

ctcggtgeg

ES 2811093 T3

caattcctca
aatgaactcc
acaacccacc
ggaaagacac
actcttgact
cctttegtge
ctcecectgett
ttcettgate
taaatctctt
catgttgggg
cgcatctttce
ggactcacag
ctccaaaagt
attatcataa
gtcttecectg
tggagtgctce
atcaggaatg
cacagactta
gcagcgtgac
aaagttgagt

tctcaattcet

<223> Segmento S 1 de rBJUNV-P1A (que contiene NP)

<400> 21
gcgeaccggg

acaacatcaa
ctggcagegg
aagagatcct

ccctgcagat

gatcctagge
aaacatccat
cggagatggce
gccctacctg

gttcatcgac

gattttggtt
tgcacaatga
gacggcaaca

ggctggcetgg

gccctgtacg

acgctataat
gcgacaacaa
gatgtaacct
tgttcgeegt

aggaacagta

aaagacacct
tctttagtge
cagtgtttat
aaaacatcca
ttgtttaaca
ccatgggtct
aatgttaaga
aagccttcag
ctaaacctgce
ttgatgccectt
agaattttca
agtctaaaat
ttgaataaaa
tcacaacgac
atgcatgcca
ctaacaaaac
ataagtggta
tcgtegtggt
agcaacttga
ttctgecettg

gagatgattt

tgtaactgtt
gaagcccgac
gctgcacaga
cgtgacaaca

cgagagggac

134

ttctaaacac
tgtgaaagct
cattttttaa
gatttaacaa
tagagaggag
ctgcagttat
tatcatcact
ggtttacttt
tgaaaagaga
cgtggcacat
tagagtccat
attcagactc
ggtctctaaa
catctactat
atttgttagt
actcaagaag
gtcectgggceca
tgtgtgtgca
gtccctcaat
acaacctctc

catccattge

ttctgtttgg
aaggcccact
tacagccectgg

agcttcctgg

gtggcctgga

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7229

60

120

180

240

300



tcgeccagaca
aagatgacta
atgaagagga
agatgagcgt
gcegtgecagg
acgaccccaa
gcgagaacgce
aagaggaaga
ccagcceggg
gggaggcact
tagaggtgta
gtctagcaga
ctttttetta
gacctgttga
atctcttett
aaccatgtct
tatgtcctte
atgtggtttt
aacagggtca
ccccactgee
ctgaccgttt
tgtgttgtce
gccagaaaga
atcaataaac
gttttctggg
agcctttact
tttagtcaca
tggatacttc
tgtctecacct
attgtttage

cccttgetgt

gagcaagaga
ctacgacgat
agaactggaa
ggaaatgggc
acaccacctg
ctttctggtg
cgacgaagag
aatgggcaac
cactgececegg
gcttacagtg
ggttcctcct
gcacagtgtg
ttgacaacca
tcaaactgcce
ccatggaggt
ggaggcagca
attaagatgc
ctgaagcagt
gtggctggtc
tctctgatga
ttttcegget
catgacctgce
caaagtttgt
atgccttctc
gtgactctga
gcagctgaaa
atctgaaggc
acagtgtata
ccttgaacag
tttgaagggt

tgaaatccca

atgagcagcg
gaggatgacg
aacctgatgg
gctggegecg
agaaagaacg
tccatceccg
gtggccatgg
cccgacggcet
gctggtgtgg
cataggctge
catagagctt
gttcactgga
ctccattgtg
tggcttgtte
caaacaactt
agccgatcac
cgtgagagtg
gaatgtactg
cttcaatgtc
cagcttcttg
gtctaggacc
ctgtgatttg
acaaaaggtt
ttcgtttaac
ttgtttccaa
gactgaagtt
agtcatgttc
gaagcccaag
tcatgcatge
ctttaacatc

gtgttctcaa

ES 2811093 T3

tggacgagga
acgacgacgc
acgacgagtc
aagagatggg
aagtgaagtg
tgaaccccaa
aagaagaaga
tcagccectg
ccccccagte
cttcgggagg
cccatctagce
ggccaacttg
atatttgcat
agatgtgagce
cctgatgtca
gtaactaaga
tctgctacca
cttacctgeca
gagccaaagg
tatctctgte
agcaactggt
tgatctagaa
ttcataagga
ctgaatggtt
catgtttcca
gtaaccagaa
ctgagtcagt
tgaggttaaa
aattgtcaat
ccatatcctc

tatctectgat

cgaggatgat
cttctacgat
cgaggatgag
agccggegcet
ccggatgatce
agaacagatg
ggaagaggaa
agacctcctg
cgcggectgg
aacagcaagc
actgactgaa
aagggagtat
aagtgaccat
ttaacatcaa
tcggatcctt
actcctggca
tttttaaacc
ggttggaata
gtgttggtgg
aagttagcca
ttccttgtceca
ccaatataag
tttctattge
gattttatga
ccatcaagaa
atattgatgg
ctgtcaaggt
gcttgtatga
gcaggaacag
accacaccat

cttttagcaa

135

gaggacgacg
gacgaggacg
gccgaggaag
aactgtgcett
tacttcttee
gaatgcagat
gaagaagaag
agggtcccca
ccgeggactg
tcggtggtaa
acattatgca
cctttteect
atttctccca
ccagtttaag
gagtagtcac
ttgcatcttce
ctttctcatc
atgccatcte
ggtcgagttt
atctcaaatt
gatcaatact
gccaaccatc
ctggtttcte
gggaagagaa
tagatgctcce
agctttcate
cacttaagtt
cactgttcat
agccaaactg
ttcceeccagt

gttgtgactg

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



ggacaagtta
taatttctca
gaaaactgtg
gtccctcaac
ctgtgccact
tgacttgaca
gcttggaacc
agttgctcag

<210> 22
<211> 2391
<212> ADN

cccatgtaaa
aggtcagacg
tttecgttgaa
ttgttgagat
tggttgaagt
gtctgagtga
tccttggagt

tgaaagtgtt

<213> Secuencia artificial

<220>

cccecetgaga
ccaactccat
cactcctcat
cttettecce
cgatgctgtc
attggctcaa
gtgccatgcece

agacactatg

ES 2811093 T3

gcctgtetet
cagttcatcc
ggacatgagt
ctttttagtc
agcaattagc
acctctcctt
agaagttctg

cctaggatcce

<223> Segmento S 2 de r8JUNV-P1A (que contiene GP)

<400> 22
gcgecaceggg

acaacatcaa
ctggcagcgg
aagagatcct
ccctgcagat
tcgccagaca
aagatgacta
atgaagagga
agatgagcgt
gcgtgecagg
acgaccccaa
gcgagaacgce
aagaggaaga
ccagcccggg
gggaggcact
gaggctctga
aacttgtaca
tgcacagaag

atggtgggtc

gatcctagge
aaacatccat
cggagatggc
gccctacctg
gttcatcgac
gagcaagaga
ctacgacgat
agaactggaa
ggaaatggge
acaccacctg
ctttetggtg
cgacgaagag
aatgggcaac
cactgcccgg
gcatggggca
acattgctct
aaagtggttt
aagctttcaa

tcttttccaa

gattttggtt
tgcacaatga
gacggcaaca
ggctggetgg
gcectgtacg
atgagcagcg
gaggatgacg
aacctgatgg
gctggegecg
agaaagaacg
tccatccececg
gtggccatgg
cccgacggcet
gctggtgtgg
gttcattagc
tgttgcagtc
attccaattc
aatcggactg

caatccacat

acgctataat
gcgacaacaa
gatgtaacct
tgttcgeegt
aggaacagta
tggacgagga
acgacgacgc
acgacgagtc
aagagatggg
aagtgaagtg
tgaaccccaa
aagaagaaga
tcagcccectg
cccecccagte
ttcatgcaag
agtctcattg
tttgtattce
cacactgagt

gacctacctt

gctcttetta
ctccccagat
ctgtcaacct
tttctgagtg
ttggcgtcect
aaggactgag
gtgattttga

actgtgceg

tgtaactgtt
gaagcccgac
gctgcacaga
cgtgacaaca
cgagagggac
cgaggatgat
cttctacgat
cgaggatgag
agccggceget
ccggatgatce
agaacagatg
ggaagaggaa
agacctcctg
cgcggectgg
aaataccaac
ccatcattaa
tagcgettge
tccagactgt

tgttgtgtac

136

tecttgttttt
ctcccaccett
ctttattcag
cccgcetgecac
tcaaaacatc
tccatctaaa

tctagaatag

ttetgtttgg
aaggcccact
tacagcctgg
agcttcctgg
gtggcctgga
gaggacgacg
gacgaggacg
gccgaggaag
aactgtgctt
tacttcttce
gaatgcagat
gaagaagaag
agggtcccca
ccgeggactg
ctttttgcag
gggtatagtg
aggaagatcc
gtccttctca

cttaaacaag

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2628

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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agccatcttt
gtattgttgce
aaaagtgatg
catctagacc
gtcaacacct
catcatttat
gcacaaccta
cttacaagag
tctttgacag
ctcgtagcag
catgactctg
accctaaatg
atatctgaca
aattacacaa
tgctggttaa
ttagaaagtg
aaaactcctt
ctcttectte
ttgccacaca
aaaccaacag
tagagttgcet

<210> 23
<211> 7115
<212> ADN

acattaaggg
cacagtatga
atcaaatttg
caccatttct
ccaagactgg
atagagaata
ccagttggece
gtaaaaacat
actcatcecgg
ccaaaatgaa
aattctgtga
atgaaactaa
atttattgat
aattttggta
taaaaaacaa
acttcttaat
tgactttagt
acttggtggg
ggttgaacag
tttggegtag

cagtgaaagt

<213> Secuencia artificial

<220>

gggcaatgct
tgttataata
gttgtctcag
gtgtaggaac
tgtcaatgga
tcctgaccct
tctccaatgt
tcaacttcca
caaggatacc
gtgttttgge
catgttgagg
gaaacaagta
gaaaaacaaa
tgtcaaccac
cagctatttg
ttctgaaatg
tgacatctgt
tataccctce
cttgggtggt
aggacactaa

gttagacact

<223> Segmento L de rBJUNV-P1A

<400> 23

gcgcaccggg gatcctagge gtaacttcat

gacttactgc gaagaggcag acaaatgggc

ccagactcct caagagccac acagccagcece

ctatatggta gatataactg taagtgctgce

aatgatcact acctttgttt aaggtgccat
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tcatttcaga
caacatccag
tggttcatga
cgtgcaaaga
aattatgcta
tgcttgaatg
ccactcgacc
aggaggtcct
cctggaggcet
aatactgctg
ctctttgatt
aatctgatgg
attagggaac
acactttcag
aacatctctg
ctaagcaaag
atttggagca
cacagacaca
tgcagatgtg
gccagaagtt

atgcctagga

cattaaaatc
aactgcaacg
gcagaattta
tggtttgetg

cagggtatgt

tcagctttga
cagatatgag
atgctgtggg
cagaaggctt
agaagtttaa
gcaaactgtg
acgttaacac
tgaaagcatt
attgtctaga
tagcaaaatg
acaacaaaaa
ggcagacaat
tgatgagtgt
gacaacactc
acttccgtaa
agtattcgga
cagtattctt
tcaggggcga
gtaagtaccc
ctggtgattt

tccactgtge

tcagattctg
gggcatccaa
ggagggtage
ataccaattt

taaggaattc

137

tgatattgca
ctggtgttce
acatgattgg
catctttcaa
gactggcatg
cttaatgaag
attacacttc
cttctectgg
agagtggatg
caatttgaat
tgctatcaaa
caatgccctg
cccttactge
attaccaagg
tgactggata
caggcagggt
cacagcgtca
agcatgccct
caatctaaag

tgatctagaa

g

ctctgagtgt
gtctaaccag
tcacagcagt
gataacctgt

agatctctge

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2391

60

120

180

240

300



aatatctgcet
ccaccatagg
cceegtgggg
tgcttcagtg
agcaggtcat
ccaaatttat
tcctcttget
aataaggttt
ccagacaact
ttcaagacaa
cttagttcag
tttgtcgecag
gtgaacaatg
gacccagaaa
tcatccacte
aattttgtcg
tggcaagcaa
gagatgttgt
acataaccca
gacaaggtaa
acttcattga
atcgaagata
acttcccaat
acaatataaa
ttcatcatgt
ctgttcactt
tttettegta
gctttgggtt
ctcttaatag
aagtaatccc
taaataactt

atgtccttta

ggaagcccct
cagactgcac
gaaccccggg
gcctgeatgt
ttaaagatct
caagtgaacg
gaaataatat
ccacactatc
caactctata
gaggttctcc
aataaaagtc
cgtagcctge
gtaggctagc
cacattgact
ctagtgaact
aaactcgtgt
cattgcgcaa
caacagagac
ttgcaatgtc
aatctgtgag
accaaaagaa
agacaacttg
ttgtatactc
cattattatc
ctagagccac
gaagatcatt
tagaatgcaa
taacagccca
cagaaaacac
acaaaattgg
taggetttet

tatacagaaa

gcccaccaca
agggtcagac
ggtgatgecge
caccccttte
gctgaatgece
gatcaactgc
tgtttgtgat
aatgtcctct
tgttgacaac
tgggttatct
accaaagttg
atcaataaac
gataaccagt
cattgcatcc
gacaatggtg
gtgttctact
cacagtgtgc
accctcaagg
ttcaacaaac
ttcagctaga
ggatttgaga
caccatgaag
tgactgtcta
tettacttte
acagacatct
cataaagggt
tacatggttce
gaagaaattc
ccactcecect
tttagaaaat
ctcacaaatt

tcegecttta
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atcacagtac
ccgacccecce
cattagtcaa
aatctgaact
accttgaaat
tctttgtgta
gttgttttta
agtgctccaa
ctttcattac
ggcccaatga
aacttaacat
aagccagcta
gcaccatcca
acattcagct
taactgtaca
tgaatgatca
aggtccatca
aaaaccttga
attgctcttg
tctacttgac
cacgatgttg
ttcctgcaaa
acatgggctg
aataagtgac
agaaacttga
gccaaatgtt
atgcctaatt
ttattacata
aactcacagg
tggttaactt
ccacaaagac

ccatccctaa

cggtggagce
ggggggcccc
tgtctttgat
gceettgggg
ttgagaattc
gatcataaac
gataaggcca
ttgccttgac
ctctgtaaaa
ggtcatatgc
ggctcagaat
ggtcaaagct
acaatgagtg
ctaattcagg
ccatctttcet
attttagttt
tgtcttcectg
tattatcaaa
atactttatt
tgtcatctte
acatgactag
cttgctgtgg
aagcgcaatc
ttataatcce
gtctteccact
cttcaaatag
ggtcttectat
agaccagagg
catttgtcag
ctttaagtga
atggcattat

cacacttact

138

aacagcacca
catggggacc
ctcgactttg
atctgatatce
caaccagtca
gaggacaaag
tagttggctt
tatgacatce
gataccctct
atacttgtta
attgtcatca
ctcatggecct
gcttccctea
ggtaccgaca
tctaagttta
cacagcttcet
aggcaacaag
gctagaaact
attcctaact
tagatctaga
tgggtttatc
gctgatgcca
actctgttte
taagttttca
atccaaagat
tttggggtaa
ctgtegtact
ggectgtgga
caccaaagag
tttttgacag
tcgagtaaat

ccccatacte

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



ttacaaaacc
tctgccaaga
cttatcaatg
ctcaagacca
tgtctgattt
ccteceectge
ttgaacactt
gcttcaattt
tgttcttcaa
actctaatgg
caaattgtgt
gcagcagaca
ttaaactcag
gaagataaga
tcatcactaa
acaggtatca
ccatataaat
tggctgggga
gtacagtcac
gcaacattaa
ggttcaagat
gaaaggaaaa
aagtcaccat
gaattcaagc
ctggtcatca
tccttataac
gtaggagagt
ttgtctaget
tecectttagte
ctacccaatt

tcatcttett

caatgaagcc
tcttetteac
ttggcatctc
acctcaagtc
catcttcact
ttatcaagtt
tcctegegea
tcctetgtag
tagctccaaa
aaatctttga
ctatggtctc
caaacttggt
caacaaaagt
attcatggaa
ggcaaggaat
catcatacaa
ctgatgtgtt
cctggteect
aacccattaa
ttggaacttc
tcacctttgt
gtgctgggcet
tgttaacagc
atgtgtattt
gcttagtgtt
ttagtccaaa
cgtctgaata
tatcagcaat
tcagaacttc
tctgatcata

ggtaggctat

tgaggcaaca
gcettttgtg
ttctttctcet
cccaaagcte
acacccggca
gataaggttt
gttccttata
acggtaccct
cggagtctcet
cactatatga
tgacagttgt
gagtaaagga
tcctatcaca
gcacaccatt
ttttataagg
taagtcaagt
gtgcaagatt
tgactgcaga
acctaaagat
aacgacctta
tctatctcetg
catagttggt
cattttcata
cattgaacta
gaggtctcce
tttcaagttce
gaaacataaa
ggcttcagaa
actggaaaag
atgtccttga

tgttgtcaaa
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gaagactgaa
aaatttcttg
aacactcttc
gctaaattga
tattgcagga
tcctcaaaga
aacattgtct
ctagacccat
ctgtatccag
gtgctaacce
gttggagttt
gtctcttcac
ctetttggge
tccagcagtt
ctaacctggt
gcataacaca
ccectggecca
tactggtgaa
ctcttcaatt
tgaagatgce
ggattcttca
ccccatttgg
tcacagattg
cccacagcectt
acatacagtt
cctgtatttg
ttcegtaggg
ttgctttecce
cccaatctag
attaaaagat

ttttttaata

atgcagattt
acagcctgga
gacttgtcat
cccatctgta
atccggataa
ttttgecctet
ccttatcatc
caacccagtce
agtatctaat
cattagcaat
tacacttaac
ccatgacaaa
tgataaactt
ctgtcetgte
catcgectgga
gaaattgttc
tgtccaagac
aaaactcttc
tccctacaca
atttgagaat
attctaatgt
agtggtcata
cacgttcgaa
ctgagaagtc
ctctatttga
agctgatgcet
ctgcatttgt
tggtactaag
atctacttcet
acttgaagca

acaaacccaa
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gttgattgac
ctgtattgtce
gagtttggtc
gtctagagtt
agcctcatce
cttaatgtca
agaaaaaata
tttgacatct
caattggttg
acattgatca
gttgtgtaga
aaatcttgac
gtttaattta
ttgaaacttt
ggtataagtg
agtaattagc
agacattata
accaacacta
gtaggcttct
gttcattact
gtacaaaaaa
tgaacaggac
ttccttttet
ttcaactaac
gccaacctge
tgtgaactct
aaaataactt
ccgaacctca
atgctcataa
ttcaaagaat

agggcagatg

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3360

4020

4080



tcectgeggtg
aactctttat
gacacctctg
tctegeteat
tcactattag
cttacttgat
gttcttgaac
tcaggatcaa
gttgaaacaa
gggattacca
tagggattgc
cagaaggaca
tctttggaaa
ctcccactta
ttctcaaaac
cacagataac
tccecttcac
gatccagaca
gcatatgcca
gaacagagta
tggctaaaat
aatataggca
ccattgatgg
aagagaccaa
acattcccaa
gtcttecateg
tgctcaccett
ttaatagtat
ctatccatat
ttcttcaatg
attagtttaa

ccaacaacta

cttcaagaaa
acacatcaga
ctttaatctce
caacagatgg
ccatcttgge
cctctgttaa
cggtgctcac
gattatacct
gtttctectt
cacttttatt
ttttcagttc
aaatctcttt
agaatctgtc
gaggggggtt
actttatttg
taacatttaa
ccaaaattgt
tgcagtcgac
tcaagaaata
cagctaacac
ccaaccagct
ggaaaaatct
atagatagat
atgtattett
aatatctaga
agttgaccaa
ccactaagcet
atctcatcac
cagggtgttt
ttctggaaca
tcgectecag

ttcecegeatt

ataagtcaat
cctgagcaca
tctcaacact
attttttgat
tagtgtcatt
actctcatac
aagacctgtt
gccttttgtt
atcataaaca
gcttgacaga
acctgtaact
acacactcct
caatcctcett
tacaacaaca
atctgtcagg
tagatattta
ctggaaaagt
ccttaacttt
tcttagacct
taacaatctt
ggtcatttcc
ctttggatca
agaatagcac
tgtcagatga
atactctctt
tgcaagggaa
gctgaatgge
tggtectgteca
tattagtttt
cgcttgaacce
aatatctaga

tcttaacctt
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ttaaatggag
tctggatcaa
ccaaaagggg
ttcaacttgg
tgtacgtcat
atcactgata
agatttttta
ttaaacctct
gaaagaatat
tccagagcetg
ttaagtcttc
ggaatttgag
atcatggtgt
caatcaaact
cgatcaggtg
aaccttcettg
tccacagcca
gacatcaaat
tgtaaaaatg
aatattggcce
tcacacattt
cagtaaaaag
cttgacttct
aatctttgta
tcattgatta
atggaggaca
tgatgtctac
gaaacaagtg
tccagetgtg
cacttggggce
agtctgtcat

acaattgcat

atagataaac
aatccttcac
cccacaatga
tgatctcaac
ttctaatacc
attcttcttg
atattaagta
cagccatagt
ttccaagttc
tgctagtgat
ctctattgaa
tatctgagga
cctettgtte
tgactttggg
tctetttggt
caaagtaaag
tcctctgaat
ccacatgatg
tctggttect
ttgtcattgt
caattaacac
agccttgttc
cacctgtttt
cataacactc
acaatcggga
aaatcctaaa
agattttctce
cctgagctaa
accagagatc
tggtcatcaa
tgactaacat

catcatgcgt
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agcatcacat
ctcatgcatt
ctcaagagac
ttttgtccee
ctcaaaggcce
attggttctg
gtccatggaa
agaaacgcat
gtcgagecttg
gttaggcctg
gagagaaatg
agtcttagcee
cagtgttaga
ctcaataaac
taccaagtga
atctgcatct
cagcacctct
gatttgattt
tttggaaggg
catgagtteg
atcctcecgaa
ttccaatacc
ttggtaaaac
tcttagtcta
ggaaaatgat
taatttcttce
aaattccttg
aatcatcaag
ttgatgagag
tttecttectt
taacatttgt

tttgaaaaga

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000



tcacaaagta
aaaactttta
acagcatcaa
ggatgcaatg
ggcacatcac
tgtgaaaatt
aactttatga
agggattcat
tctaatccca
tgttcttcaa
caccgaactc
tcaaccacag
tttgacatgt
tccaatagga
gtgggacata
atctgacagg
ccttccaaca
agctcctgtce
tccatgctca

<210> 24
<211> 224
<212> PRT

aattgagtaa
gacctttcac
tagatataga
cgatagagta
tgtctttgtg
tgaatttccc
gttcttectet
ttaacctctce
agctctggtt
tattaatctc
tttcaacaac
gaaccaacgt
cactcttcca
tgagtgtttt
gtatgccata
cgtgtgecte
acagagagct
tttctggaaa

agtgccgect

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de un autoantigeno P1A derivado de mastocitoma de ratén P815

<400> 24

1

aactaagtcc
tttgttacac
attctcatct
gactacatcce
gcttcctaat
caactgcttg
tatgacagat
atcataaccc
ttttgtgttg
ttgcataaat
ccaatcagca
aatccctgece
ttttctctca
ccctgtgagt
gtcagacagg
acaggactca
ggggtgatgt
atgctttcta

aggatcctcg
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agaaacagta
acggaaaggg
gactggettt
atcaacttgt
aagatcaagt
tcaaaaatct
tctctaatgt
aaagaattct
gacaaactat
tttgatttct
aggaatctat
cttagtaggt
aactcatcag
ttgaagccat
atcacatcaa
agctctacta
tgagataaaa
ataaggcttt

gtgeg

10

aagtgtttct
cttgaagata
ccatgttgac
ttgcacaaaa
catttataag
ccttcttaaa
ctcctctaac
ttttcaagca
ggatcaatcg
ttaggatgtc
tgctgtagcet
cggactttag
gattgaccct
ccggaatgac
caaacttctg
aacttgacag
agatgtccct

ttatttcatt

cctggtgttg
acacctctct
ttcatctatt
agggcagctg
cttagacttt
ccaaaacctt
cccaacaaag
ttcgatgttt
ctggtattct
gatcagcaac
agatctgcca
gtttaagagc
aacaaaggtt
ttttggaagg
atctgaattg
aagtttgaac
ttggtatgct

tactgattce

Met Ser Asp Asn Lys Lys Pro Asp Lys Ala His Ser Gly Ser Gly Gly
5

15

Asp Gly Asp Gly Asn Arg Cys Asn Leu Leu His Arg Tyr Ser Leu Glu
25

20

30

Glu Ile Leu Pro Tyr Leu Gly Trp Leu Val Phe Ala Val Val Thr Thr

35

40

45
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6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7115



Ser

Tyr

65

Ser

Asp

Glu

Ala

Gly

145

Asn

Leu

Glu

Glu

Phe

50

Glu

val

Asp

Glu

Glu

130

Ala

Glu

val

Asn

Glu
210

Leu

Arg

Asp

Glu

Glu

115

Glu

Gly

Val

Ser

Ala

195

Glu

Ala

Asp

Glu

Asp

100

Glu

Glu

Ala

Lys

Ile

180

Asp

Glu

Leu

Val

Asp

85

Asp

Leu

Met

Asn

Cys

165

Pro

Glu

Glu

Gln

Ala

70

Glu

Asp

Glu

Ser

Cys

150

Arg

val

Glu

Glu

Met

55

Trp

Asp

Asp

Asn

val

135

Ala

Met

Asn

Val

Glu
215

Phe

Ile

Asp

Asp

Leu

120

Glu

Cys

Ile

Pro

Ala

200

Met
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Ile

Ala

Glu

Ala

105

Met

Met

Val

Tyr

Lys

185

Met

Gly

Asp

Arg

Asp

90

Phe

Asp

Gly

Pro

Phe

170

Glu

Glu

Asn

Ala

Gln

75

Asp

Tyr

Asp

Ala

Gly

155

Phe

Gln

Glu

Pro

Leu

60

Ser

Glu

Asp

Glu

Gly

140

His

His

Met

Glu

Asp
220

142

Tyr

Lys

Asp

Asp

Ser

125

Ala

His

Asp

Glu

Glu

205

Gly

Glu

Arg

Asp

Glu

110

Glu

Glu

Leu

Pro

Cys

190

Glu

Phe

Glu

Met

Tyr

95

Asp

Asp

Glu

Arg

Asn

175

Arg

Glu

Ser

Gln

Ser

80

Tyr

Asp

Glu

Met

Lys

160

Phe

Cys

Glu

Pro
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REIVINDICACIONES

1. Una particula de arenavirus trisegmentada infecciosa y competente para la replicacion que comprende un segmento
L y dos segmentos S, en donde uno de los dos segmentos S se selecciona del grupo que consiste en:

(i) un segmento S, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(i) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
(iii) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
(iv) un segmento S, en donde el ORF que codifica la GP esté bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;

(v) un segmento S, en donde el ORF que codifica la L esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus; y

(vi) un segmento S, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus,
en donde la particula de virus trisegmentada comprende dos ORF heterologos.

2. Una particula de arenavirus trisegmentada infecciosa y competente para la replicacion que comprende dos
segmentos L y un segmento S, en donde uno de los dos segmentos L se selecciona del grupo que consiste en:

(i) un segmento L, en donde el ORF que codifica la GP esté bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(i) un segmento L, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;

(iii) un segmento L, en donde el ORF que codifica la proteina L esta bajo el control de una 5' UTR de arenavirus;
(iv) un segmento L, en donde el ORF que codifica la GP esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus;

(v) un segmento L, en donde el ORF que codifica la NP esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus; y

(vi) un segmento L, en donde el ORF que codifica la proteina Z esta bajo el control de una 3' UTR de arenavirus,
en donde la particula de virus trisegmentada comprende dos ORF heter6logos.

3. La particula de arenavirus trisegmentada de la reivindicacién 1, en donde la recombinacion entre segmentos de los
dos segmentos S, que une dos ORF de arenavirus en solo uno en lugar de dos segmentos separados, suprime la
actividad del promotor viral.

4. La particula de arenavirus trisegmentada de la reivindicacién 2, en donde la recombinacion entre segmentos de los
dos segmentos L, que une dos ORF de arenavirus en solo uno en lugar de dos segmentos separados, suprime la
actividad del promotor viral.

5. La particula de arenavirus trisegmentada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la propagacion
de la particula de arenavirus trisegmentada no da como resultado una particula viral bisegmentada competente para
la replicacion después de 70 dias de infeccion persistente en ratones que carecen de receptor de interferén tipo I,
receptor de interferdn tipo Il y gen activador de recombinacién 1 (RAG1) y que han sido infectados con 10* PFU de la
particula de arenavirus trisegmentada.

6. La particula de arenavirus trisegmentada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la 3' UTR de
arenavirus es la 3' UTR del segmento S de arenavirus o del segmento L arenavirus, y en donde la 5' UTR de arenavirus
es la 5" UTR del segmento S de arenavirus o del segmento L de arenavirus.

7. La particula de arenavirus trisegmentada de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3, 5y 6, en donde los dos
segmentos S comprenden dos ORF heterélogos.

8. La particula de arenavirus tri segmentada de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 4, 5 y 6, en donde los dos
segmentos L comprenden dos ORF heterélogos.

9. La particula de arenavirus tri segmentada de la reivindicacion 7 u 8, en donde al menos un ORF heter6logo codifica
un antigeno (i) derivado de un organismo infeccioso, tumor o alergeno; o (ii) seleccionados de antigenos del virus de
inmunodeficiencia humana, antigenos del virus de la hepatitis C, antigenos del virus de la varicela zéster, antigenos
del citomegalovirus, antigenos de mycobacterium tuberculosis y antigenos asociados a tumores.

10. La particula de arenavirus tri segmentada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde al menos un
ORF heterologo codifica una proteina fluorescente.

11. La particula de arenavirus trisegmentada de la reivindicacion 10, en donde la proteina fluorescente es proteina
verde fluorescente (GFP) o proteina roja fluorescente (RFP).
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12. La particula de arenavirus trisegmentada de la reivindicacion 11, en donde los dos ORF heterélogos codifican cada
uno GFP.

13. La particula de arenavirus trisegmentada de la reivindicacion 11, en donde un ORF heterdlogo codifica GFP y un
ORF heterologo codifica RFP.

14. La particula de arenavirus trisegmentada de la reivindicacion 1, en donde un primer segmento S esta preparado
por ingenieria para portar un ORF que codifica GP en una posicién bajo el control de una 3' UTR de arenavirus y un
ORF heterdlogo que codifica un primer gen de interés en una posicion bajo el control de una 5' UTR de arenavirus y
un segundo segmento S esta preparado por ingenieria para portar un ORF que codifica NP en una posicion bajo el
control de una 3' UTR de arenavirus y un ORF heter6logo que codifica un segundo gen de interés en una posicion
bajo el control de una 5' UTR de arenavirus.

15. La particula de arenavirus trisegmentada de la reivindicacion 1, en donde un primer segmento S esta preparado
por ingenieria para portar un ORF que codifica GP en una posicién bajo el control de una 5' UTR de arenavirus y un
ORF heterélogo que codifica un primer gen de interés en una posicion bajo el control de una 3' UTR de arenavirus y
un segundo segmento S esta preparado por ingenieria para portar un ORF que codifica NP en una posicion bajo el
control de una 5' UTR de arenavirus y un ORF heterélogo que codifica un segundo gen de interés en una posicion
bajo el control de una 3' UTR de arenavirus.

16. La particula de arenavirus trisegmentada de la reivindicacion 14 o 15, en donde el gen de interés codifica un
antigeno (i) derivado de un organismo infeccioso, tumor o alergeno; o (ii) seleccionados de antigenos del virus de
inmunodeficiencia humana, antigenos del virus de la hepatitis C, antigenos del virus de la varicela zéster, antigenos
del citomegalovirus, antigenos de mycobacterium tuberculosis y antigenos asociados a tumores.

17. La particula de arenavirus trisegmentada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en donde la particula
de arenavirus trisegmentada deriva de LCMV.

18. Un ADNc del genoma de la particula de arenavirus trisegmentada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
17.

19. Un vector de expresién de ADN que comprende el ADNc de la reivindicacion 18.

20. Una célula huésped que comprende la particula de arenavirus trisegmentada de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 17, el ADNc de la reivindicacién 18 o el vector de la reivindicacién 19.

21. Un método para generar la particula de arenavirus trisegmentada de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3y
5, en donde el método comprende:

(i) transfectar en una célula huésped uno o mas ADNc de un segmento L y dos segmentos S;
(ii) mantener la célula huésped en condiciones adecuadas para la formacion de virus; y
(iii) recoger la particula de arenavirus.

22. Un método para generar la particula de arenavirus trisegmentada de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 4 y
5, en donde el método comprende:

(i) transfectar en una célula huésped uno o0 méas ADNc de los dos segmentos L y un segmento S;
(ii) mantener la célula huésped en condiciones adecuadas para la formacion de virus; y
(iii) recoger la particula de arenavirus.

23. Una vacuna que comprende una particula de arenavirus trisegmentada de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 17 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

24. Una composicién farmacéutica que comprende una particula de arenavirus trisegmentada de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 17 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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