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DESCRIPCION
Genética inversa usando promotores no enddgenos de pol |

Campo técnico

La presente invencion pertenece al campo de la genética inversa. Ademas, se refiere a la fabricacién de vacunas
para proteger contra diversos virus.

Técnica anterior

La genética inversa permite la expresién recombinante y manipulacién de virus ARN en cultivo celular. Es una
herramienta poderosa en virologia y fabricacion de vacunas porque permite la rapida produccion de virus
recombinantes (incluyendo recombinantes) y/o su mutacion. El procedimiento implica transfectar células huésped
con una 0 mas construcciones de expresién que codifican el genoma viral y aislar el virus de las células de las
células. Por ejemplo, las referencias 1, y 71 2, describen un procedimiento en el que se expresa el ARN genémico
de la influenza en células caninas usando el promotor canino de pol I. Otras fuentes han informado de la expresién
de ARN genomica de la influenza en células humanas usando el promotor humanos de pol I.

El documento WO2004/078912 se refiere a un polinucleétido que muestra actividad promotora de la transcripcion,
vectores que contienen el polinucleétido y el uso de los mismos para la transcripcion de secuencias de interés tal
como la produccién de virus ARN sin recubrimiento. La descripcion también se refiere a células huésped
preferiblemente de origen aviar, que contienen un polinucleétido o el vector.

Un inconveniente significativo de los procedimientos de la técnica anterior es que los promotores de pol | son
altamente especificos de especie. Por ejemplo, se ha informado de que el promotor humano de pol | es activo
solamente en células de primate [3], y asimismo que la expresién en células caninas requeriria el promotor canino
de pol I. Por tanto, cuando un virus tiene que cultivarse en una linea celular para la cual no se ha caracterizado el
promotor endégeno de pol |, es necesario usar dos tipos celulares diferentes para rescatar y cultivar el virus. Sin
embargo, es deseable evitar el uso de mdltiples lineas celulares ya que esto tiene la ventaja, por ejemplo, de que
pueden evitarse las presiones competitivas de seleccion en cultivo. El uso de una Gnica celular para todas las etapas
de produccion de vacuna también facilita la aprobacion reguladora. Por tanto sigue existiendo la necesidad en la
técnica de proporcionar procedimientos alternativos para poner en practica la genética inversa.

Resumen de las realizaciones preferidas

Los inventores han descubierto ahora sorprendentemente que es posible dirigir la expresion de un transgén en una
célula huésped canina usando un promotor de primate de pol I.

En una realizacion, la invencién proporciona una célula huésped canina que expresa un virus que comprende una o
mas construcciones de expresion que codifican una molécula de ARN viral en la que la expresién de una molécula
de ARN a partir de la construccién o construcciones esta controlada por un promotor de primate de pol I. Estas
células huésped pueden usarse en sistemas de expresion de la invencion.

En una realizacién adicional, la invencién proporciona un procedimiento para producir un virus recombinante en el
que el virus se produce usando una célula huésped de la invencion.

La invencion también proporciona un procedimiento para preparar un virus (por ejemplo, para su formulacién en una
vacuna), que comprende las etapas de (i) producir un virus recombinante usando una célula huésped de la
invencion, (ii) infectar un huésped de cultivo con el virus obtenido en la etapa (i), (iii) cultivar el huésped de cultivo de
la etapa (i) para producir virus; y (iv) purificar el virus obtenido en la etapa (iii). Para proporcionar un procedimiento
para preparar una vacuna, el procedimiento después puede incluir la etapa adicional de (v) formular el virus en una
vacuna.

Ademas del promotor o promotores no endégenos de pol | que se introducen como se ha analizado anteriormente, la
célula huésped incluird promotores endégenos de pol I. El promotor o promotores no endégenos de pol | dirigen la
expresion de ARN no enddgeno, en particular ARN viral, en la célula. La invencion por tanto proporciona una célula
gue tiene al menos un promotor enddégeno de pol | que controla la expresién de ARNr endégeno y al menos un
promotor no endégeno de pol | que controla la expresion de un ARN viral o el complemento del mismo.

Construcciones de expresion

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que es posible dirigir la expresion de ARN en una
célula usando un promotor de pol | de un organismo que esta en un orden taxonémico diferente de la célula. Por
tanto el promotor de pol | no es enddégeno a un organismo del mismo orden taxonémico del que se obtiene la célula.
El término "orden" se refiere a la clasificacion taxondmica convencional, y ejemplos de 6rdenes son primates,
roedores, carnivoros, marsupiales, cetaceos, etc. Los seres humanos y los chimpancés estan en el mismo orden
taxonémico (primates), pero los seres humanos y los perros estan en diferentes érdenes (primates frente a
carnivoros).
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Por tanto, en un primer aspecto, la invencién proporciona una célula huésped canina que comprende una o mas
construcciones de expresién en la que la expresion de la molécula de ARN a partir de la construccién o
construcciones esta dirigida por un promotor de primate de pol I.

En una realizacion preferida, el promotor de pol | es un promotor humano y la célula huésped es una célula canina
(tal como una célula MDCK). Esta realizacion se prefiere ya que el promotor humano de pol | esta bien caracterizado
y las células caninas a menudo se usan para la produccion de vacunas.

Las construcciones de expresion usadas en la célula huésped pueden ser construcciones de expresion
unidireccional o bidireccional. Cuando una célula huésped expresa mas de un transgén (ya sea en la misma o en
diferentes construcciones de expresion) es posible usar expresion unidireccional y/o bidireccional.

Las construcciones de expresion bidireccional contienen al menos dos promotores que dirigen la expresion en
diferentes direcciones (es decir, tanto 5' a 3' como 3' a 5') desde la misma construccién. Al menos uno de los
promotores es un promotor no enddgeno de pol | como se analiza en este documento. Los dos promotores pueden
unirse de forma funcional a diferentes cadenas del mismo ADN bicatenario. Preferiblemente, uno de los promotores
es un promotor no endégeno de pol | y al menos uno de los otros promotores es un promotor de pol Il. Estos es dtil
ya que el promotor de pol | puede usarse para expresar ARNc sin recubrir mientras que el promotor de pol Il puede
usarse para transcribir ARNm que puede traducirse posteriormente en proteina, permitiendo de este modo la
expresion simultdnea de ARN y proteina desde la misma construccion. El promotor de pol Il puede ser endégeno o
no enddégeno. Cuando se usa mas de una construccion de expresion dentro de un sistema de expresion, los
promotores pueden ser una mezcla de promotores enddgenos y no enddgenos con la condicion de que al menos
uno de los promotores sea un promotor no enddgeno de pol | que puede dirigir la expresion en la célula huésped.

La construccién de expresién normalmente incluird una secuencia de terminacion de la transcripcion de ARN. La
secuencia de terminacion puede ser una secuencia de terminacion endégena o una secuencia de terminacion que
no es enddgena a la célula huésped. Las secuencias de terminacion adecuadas serdn evidentes para los
especialistas en la técnica e incluirdn, aunque sin limitacién, la secuencia de terminacion de la transcripcion de la
ARN polimerasa I, la secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN polimerasa I, y ribozimas. Ademas, las
construcciones de expresion pueden contener una o mas sefiales de poliadenilacion para ARNm, particularmente en
el extremo de un gen cuya expresion esta controlada por un promotor de pol Il.

Un sistema de expresiéon puede contener al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos
seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nuevo, al menos diez, al menos once o al menos doce construcciones
de expresion.

Una construccion de expresion puede ser un vector, tal como un plasmido u otra construccion episémica. Dichos
vectores normalmente comprenderan al menos un origen de replicacion bacteriano y/o eucariota. Ademas, el vector
puede comprender un marcador de seleccion que permite la selecciébn en células procariotas y/o eucariotas.
Ejemplos de dichos marcadores de seleccién son genes que confieren resistencia a antibiéticos, tales como
ampicilina o kanamicina. El vector puede comprender adicionalmente uno o mas sitios de clonacién mdltiple para
facilitar la clonacién de una secuencia de ADN.

Como alternativa, una construccion de expresion puede ser una construccion de expresion lineal. Dichas
construcciones de expresion lineales normalmente no contendran ninguna secuencia de amplificacion y/o seleccién.
Sin embargo, las construcciones lineales que comprenden dichas secuencias de amplificacién y/o seleccion también
pueden usarse en la presente invencion. Un ejemplo de un procedimiento que usa dichas construcciones de
expresion lineal para la expresién del virus de la influenza se describe en la referencia 4.

Las construcciones de expresién pueden generarse usando procedimientos conocidos en la técnica. Dichos
procedimientos se describieron, por ejemplo, en la referencia 5. Cuando la construccién de expresion es una
construccion de expresion lineal, es posible linealizarla antes de la introduccion en la célula huésped usando un
Unico sitio de enzima de restriccion. Como alternativa, es posible escindir la construcciéon de expresion de un vector
usando al menos dos sitios de enzima de restriccion. Ademas, también es posible obtener una construccion de
expresion lineal amplificandola usando una técnica de amplificacion de acido nucleico (por ejemplo, por PCR).

Las construcciones de expresion pueden introducirse en células huésped usando cualquier técnica conocida para
los especialistas en la técnica. Por ejemplo, las construcciones de expresion pueden introducirse en células huésped
empleando electroporacion, DEAE-dextrano, precipitacién con fosfato célcico, liposomas, microinyeccion, o
bombardeo de microparticulas.

Cuando el huésped de expresién es una célula canina, tal como una linea celular MDCK, las regiones codificantes
de proteina pueden optimizarse para la expresion canina, por ejemplo, usando un promotor de un gen canino de tipo
silvestre o de un virus canino, y/o que tiene un uso de codones mas adecuado para células caninas que para células
humanas. Por ejemplo, mientras que los genes humanos favorecen ligeramente UUC como codén para Phe (54 %),
en células caninas la preferencia es mas fuerte (59 %). Asimismo, mientras que no hay mayoria de presencia para
codones lle en células humanas, el 53 % de los codones caninos usan AUC para lle. Los virus caninos, tales como
parvovirus canino (un virus ADNmc) también pueden proporcionar una guia para la optimizacién de codones, por
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ejemplo, el 95 de los codones Phe en secuencias de parvovirus canino son UUU (frente al 41 % en el genoma
canino), el 68 % de los codones lle son AUU (frente al 32 %), el 46 % de los codones Val son GUU (frente al 14 %),
el 72 % de los codones Pro son CCA (frente al 25 %), el 87 % de los codones Tyr son UAU (frente al 40 %), el 87 %
de los codones His son CAU (frente al 39 %), el 92 % de los codones GIn son CAA (frente al 25 %), el 81 % de los
codones Glu son GAA (frente al 40 %), el 94 % de los codones Cys son UGU (frente al 42 %), solamente el 1 % de
los codones Ser son UCU (frente al 24 %), CCC no se usa nunca para Phe y UAG no se usa nunca como codon de
parada. Por tanto, los genes que codifican proteina pueden hacerse mas como genes cuya naturaleza ya se ha
optimizado para la expresién en células caninas, facilitando de este modo la expresion.

Genética inversa

Las construcciones de expresiéon y células huésped descritas anteriormente son particularmente adecuadas para
producir cepas de virus recombinante a través de técnicas de genética inversa. Las técnicas pueden usarse para la
produccion de una amplia diversidad de virus ARN, incluyendo virus ARN de cadena positiva [6,7], virus ARN de
cadena negativa [8,9] y virus ARN bicatenarios [10]. Por tanto, en un aspecto adicional, la presente invencién
proporciona un procedimiento para producir un virus recombinante en el que el virus se produce usando un sistema
de expresion descrito anteriormente.

Los sistemas de genética inversa conocidos implican expresar moléculas de ADN que codifican moléculas de ARN
viral deseado (ARNv) a partir de promotores de pol I, promotores de ARN polimerasa bacteriana, promotores de
polimerasa de bacteriéfagos, etc. Ademas, cuando un virus requiere ciertas proteinas para formar un virus
infeccioso, los sistemas también proporcionan estas proteinas, por ejemplo, el sistema comprende adicionalmente
moléculas de ADN que codifican proteinas virales de modo que la expresion de ambos tipos de ADN conduce al
ensamblaje de un virus infeccioso completo.

Cuando se usa genética inversa para la expresion de ARNv, sera evidente para los especialistas en la técnica que el
espaciado preciso de los elementos de secuencia con referencia los unos de los otros es esencial para que la
polimerasa inicie la replicacion. Por lo tanto es importante que la molécula de ADN que codifica el ARN viral esté
posicionada correctamente entre el promotor de pol | y la secuencia de terminacién, pero este posicionamiento
pertenece a las capacidades de aquellos que trabajan con los sistemas de genética inversa.

Generalmente, la genética inversa es adecuada para la expresion de cualquier virus que se sepa que requiera la
produccién de ARN gendémico durante su ciclo vital. Dichos virus incluyen, aunque sin limitacion, virus ARN de
cadena positiva y cadena negativa, tales como los descritos a continuacion. Preferiblemente, el virus es un
ortomixovirus, por ejemplo, un virus de la influenza. Los procedimientos de la invencion son adecuados
adicionalmente para virus tanto no segmentados como segmentados.

Cuando el virus es un virus ARN de cadena positiva a menudo es suficiente transfectar una célula con una
construccién de expresion que comprende el genoma viral. Por ejemplo, la transfeccion de plasmidos que contienen
el genoma de poliovirus provoco la recuperacion de poliovirus infeccioso [6,7]. La genética inversa para virus ARN
de cadena negativa a presentado mas retos ya que el ARN viral antisentido habitualmente es no infeccioso y
requiere una ARN polimerasa para completar el ciclo vital. Por tanto, la polimerasa viral puede suministrarse, como
proteina 0 como gen para la expresion de proteina in situ.

Cuando el virus requiere una proteina para su infectividad, generalmente se prefiere usar construcciones de
expresion bidireccionales ya que esto reduce la cantidad total de construcciones de expresion necesarias por la
célula huésped. Por tanto, el procedimiento de la invencion puede usar al menos una construccién de expresién
bidireccional en la que un gen o ADNc esta localizado entre un promotor de pol Il cadena arriba y un promotor no
endogeno de pol | cadena abajo. La transcripcién del gen o ADNc a partir del promotor de pol Il produce ARNm viral
con sentido positivo recubierto que puede traducirse en una proteina, mientras que la transcripcion a partir del
promotor no endégeno de pol | produce ARNv con sentido negativo. La construccién de expresion bidireccional
puede ser un vector de expresion bidireccional.

Para producir un virus recombinante, una célula debe expresar todos los segmentos del genoma viral que son
necesarios para ensamblar un virién. EI ADN clonado en las construcciones de expresion usadas en la presente
invencion preferiblemente proporciona todo el ARN y proteinas virales, pero también es posible usar un virus auxiliar
para proporcionar algo del ARN y las proteinas, aunque se prefieren sistemas que no usan un virus auxiliar. Cuando
el virus es un virus no segmentado, esto puede conseguirse habitualmente usando una Unica construccion de
expresion en el procedimiento de la invencion, aunque también pertenece al alcance de la invencion expresar el
genoma viral de virus no segmentados usando mas de una construccion de expresion. Cuando el virus es un virus
segmentado, el genoma viral se expresa habitualmente usando mas de una construccién de expresion en el
procedimiento de la invencién. Sin embargo, también se prevé combinar uno o mas segmentos o incluso todos los
segmentos del genoma viral en una Unica construccién de expresion.

Los procedimientos de la invencién son particularmente adecuados para la produccion de cepas viricas
recombinantes. La técnica puede usar manipulaciéon in vitro de plasmidos para generar combinaciones de
segmentos virales, para facilitar la manipulaciéon de secuencias codificantes y no codificantes en los segmentos
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virales, para introducir mutaciones, etc. El uso del sistema de expresion para la produccién de cepas viricas
recombinantes se prefiere ya que esto puede disminuir significativamente el tiempo necesario para obtener un virus
semilla recombinante que es particularmente beneficioso en situaciones en que se necesita una produccién rapida
de vacuna para contrarrestar una epidemia. Por tanto, se prefiere que el procedimiento de este aspecto de la
invencion use una o0 mas construcciones de expresion que expresen genes virales a partir de u obtenidos de al
menos dos cepas diferentes de tipo silvestre.

En algunas realizaciones, también se incluird una construccion de expresion que conduce a la expresion de una
proteina accesoria en la célula huésped. Por ejemplo, puede ser ventajoso expresar una serin proteasa no virica
(por ejemplo, tripsina) como parte de un sistema de genética inversa.

Cuando las construcciones de expresion se usan para la expresion de segmentos virales de la influenza A, es
posible generar la construcciéon de expresion introduciendo el segmento viral de la influenza A en una construccion
de expresion que comprende un marcador de seleccidon negativo (por ejemplo, ccdB) y los extremos altamente
conservados del gen del virus de la influenza A [11]. La ventaja de esto es que no se requieren sitios de restriccion y
gue puede clonarse cualquier segmento viral de la influenza A con la condiciéon de que tenga extremos que sean
complementarios a los extremos del gen en la construccion de expresion.

Células

La invencidon usara normalmente una linea celular canina aunque, por ejemplo, pueden usarse células primarias
caninas como alternativa. Pueden usarse diversos tipos celulares, tales como células renales, fibroblastos, células
retinales, células pulmonares, etc. Células de perro adecuadas son, por ejemplo, células renales, como en las lineas
celulares CLDK y MDCK.

Las células adecuadas estan ampliamente disponibles, por ejemplo, en la coleccién de la American Type Cell
Culture (ATCC) [16], de la Coriell Cell Repositories [17], o de la European Collection of Cell Cultures (ECACC). Por
ejemplo, la ATCC suministra células MDCK con el nimero de catalogo CCL 34.

Las células preferidas (particularmente para cultivar virus de la influenza) para su uso en la invencién son células
MDCK [18-20], derivadas de rifidn canino Madin Darby. Las células MDCK originales estan disponibles en la ATCC
como CCL 34. Se prefiere usar derivados de estas células u otras células MDCK. Dichos derivados se describieron,
por ejemplo, en la referencia 18 que describe células MDCK que se adaptaron para su crecimiento en cultivo en
suspension (‘MDCK 33016' o '33016-PF', depositadas como DSM ACC 2219; véase también la referencia 18).
Ademas, la referencia 21 describe células derivadas de MDCK que crecen en suspension en cultivos sin suero ('B-
702, depositada como FERM BP-7449). En algunas realizaciones, la linea celular MDCK usada puede ser
tumorigénica. También se prevé usar células MDCK no tumorigénicas. Por ejemplo, la referencia 22 describe células
MDCK no tumorigénicas, incluyendo 'MDCK-S' (ATCC PTA-6500), 'MDCK-SF101' (ATCC PTA-6501), 'MDCK-
SF102' (ATCC PTA-6502) y '"MDCK-SF103' (ATCC PTA-6503). La referencia 23 describe células MDCK con altas
susceptibilidad a infeccién, incluyendo células '"MDCK.5F1' (ATCC CRL 12042).

Es posible usar una mezcla de mas de un tipo celular para poner en practica los procedimientos de la presente
invencion. Sin embargo, se prefiere que los procedimientos de la invencion se pongan en practica con un Unico tipo
celular, por ejemplo, con células monoclonales. Preferiblemente, las células usadas en los procedimientos de la
presente invencion son de una Unica linea celular. Ademas, puede usarse la misma linea celular para rescatar el
virus y para cualquier propagacion posterior del virus.

Preferiblemente, las células se cultivan en ausencia de suero, para evitar una fuente comun de contaminantes. Los
especialistas en la técnica conocen diversos medios sin suero para el cultivo de células eucariotas (por ejemplo,
medio de Iscove, medio ultra CHO (BioWhittaker), EX-CELL (JRH Biosciences)). Ademas, pueden usarse medios sin
proteinas (por ejemplo, PF-CHO (JRH Bioscience)). Por lo demas, las células para replicacion también pueden
cultivarse en el medio que contiene suero habitual (por ejemplo, medio MEM o DMEM con un 0,5 % a un 10 % de
suero fetal de ternera).

Las células pueden estar en cultivo adherente o en suspension.
Exploracion de lineas celulares caninas adecuadas

Las células adecuadas para su uso de acuerdo con la presente invencion estan ampliamente disponibles. Ademas,
es posible explorar células caninas adicionales usando técnicas habitualmente conocidas en la técnica. La
exploracién de células adecuadas puede ser necesaria, por ejemplo, cuando se identifica un nuevo promotor de pol |
y cuando es deseable encontrar lineas celulares que soportaran la expresiéon por el nuevo promotor. Asimismo,
cuando se aisla una nueva célula, puede ser necesario confirmar que los promotores de pol | pueden dirigir la
expresion en la misma.

Las técnicas adecuadas para explorar células seran evidentes para los especialistas en la técnica. Por ejemplo,
puede clonarse un gen informador bajo el control del promotor de pol | de interés y la construccion puede
introducirse por transfeccion en la linea celular que tiene que explorarse. En dichos experimentos, las células
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transfectadas con una construccion que contiene el gen informador pero carece de una secuencia promotora pueden
usarse como control. Por tanto, cuando la expresién del gen en una muestra de ensayo (por ejemplo, células que
contienen un transgén bajo el control del promotor de pol | de interés) es significativamente mayor que la expresion
en el control (por ejemplo, células que contienen el mismo transgén que la muestra de ensayo pero donde el
transgén no contiene un promotor para dirigir la expresiéon del transgén), la linea celular es adecuada para su uso
con ese promotor de acuerdo con la invencion. La expresion del transgén puede medirse, por ejemplo, por
transcripcion inversa del ARN transgénico y sometiendo el ADNc obtenido a PCR a tiempo real. Como alternativa,
también es posible clonar un gen informador (por ejemplo, GFP, YFP, luc, etc.) en direccidn antisentido bajo el
control del promotor de pol I. Un transcrito de dicha construccidon puede entonces transcribirse en ARNm por una
polimerasa viral y posteriormente traducirse en una proteina. Por tanto, cualquier célula que exprese el gen
informador puede identificarse facilmente por la presencia del producto génico informador.

Es posible ademas adaptar células en las que una pol | foranea normalmente no dirigiria la expresion para obtener
células en las que el promotor de pol | pueda dirigir la expresién. Esto puede conseguirse, por ejemplo, sometiendo
las células a condiciones de cultivo que normalmente no serian adecuadas para las mismas. Por ejemplo, una linea
celular que normalmente creceria solamente de forma adherente puede mantenerse de forma artificial en
suspension y las células que contindan creciendo en estas condiciones pueden propagarse adicionalmente. Como
alternativa, es posible cultivar de forma adherente células que normalmente crecerian en suspensioén, por ejemplo,
usando recipientes de cultivo de plastico de alta unién o afiadiendo suero al cultivo. Asimismo, es posible cultivar
células que normalmente requieren suero para su crecimiento en condiciones sin suero o, a la inversa, exponer
células que estan adaptadas para el crecimiento sin suero al suero. Las células seleccionadas después pueden
ensayarse para la actividad del promotor de pol I, como se ha descrito anteriormente. Parametros de crecimiento
adecuados adicionales que pueden alterarse de este modo seran evidentes para los especialistas en la técnica e
incluyen, aungue sin limitacion, la temperatura, pH, pO», concentracion sérica, etc. Ademas, las células pueden
someterse a tratamientos fisicos o quimicos, tales como radiacion UV o0 a mutagenos quimicos. Asimismo, es
posible explorar nuevas propiedades de las células que simplemente se han pasado en condiciones de cultivo
normales.

Por ejemplo, la referencia 18 describe un procedimiento en el que se adaptaron células MDCK (habitualmente
adherentes) al cultivo en suspension en condiciones sin suero. Las células de partida se cultivaron en medio sin
suero en frascos rotatorios en condiciones que se usan normalmente para cultivar células que crecen en
suspension. Después de varios pases en estas condiciones selectivas, se obtuvieron varias lineas celulares que
podian crecer en suspension en medio sin suero. Un ejemplo es la linea celular 33016 (depositada como DSM ACC
2219). Los inventores han demostrado que un promotor humano de pol | puede dirigir la expresion de un gen
informador en estas células MDCK.

Promotores de ARN polimerasa |

La mayoria de los procedimientos de genética inversa usan vectores de expresién que comprenden un promotor de
ARN polimerasa | (ARN pol ) para dirigir la transcripciéon del ARN genémico viral. EI promotor de pol | da un
transcrito con extremos 5' y 3' no modificados que es necesario para la completa infectividad de mucho virus, por
ejemplo, la influenza.

Los promotores de pol | naturales son bipartitos, que tienen dos regiones separadas: el promotor central y el
elemento de promotor cadena arriba (UPE). Aunque esta organizacion general es comin a los promotores de pol |
de la mayoria de las especies, sin embargo, las secuencias reales de los promotores varian ampliamente. El
promotor central rodea el punto de partida de la transcripcion, extendiéndose de aproximadamente -45 a +20, y
suficiente para iniciar la transcripcién. El promotor central es generalmente rico en GC. Aunque el promotor central
solo es suficiente para iniciar la transcripcion, la eficacia del promotor se aumenta mucho por el UPE. El UPE
normalmente se extiende desde aproximadamente -180 a -107 y también es rico en GC. La actividad del promotor
puede potenciarse adicionalmente por la presencia de secuencias tipo potenciador distales, que pueden funcionar
estabilizando el complejo pre-inicio.

La secuencia del promotor de pol | se ha identificado en una diversidad de especies, incluyendo seres humanos,
perros y pollos. La invencion usa un promotor de primate de pol I.

Pueden usarse comparaciones de secuencia, in silico o experimentales, para confirmar en organismo del cual se
obtiene cualquier promotor particular de pol I, por ejemplo, la Figura 10 muestra una alineacién de los promotores
canino y humano de pol hasta el sitio de inicio de la transcripcién, con <60 % de identidad de secuencia.

Las construcciones de expresion incluyen al menos un promotor central; preferiblemente también incluyen al menos
un UPE, y también pueden incluir uno o mas elementos potenciadores. También es posible usar los fragmentos de
promotores naturales, con la condicion de que estos fragmentos puedan iniciar la transcripcion. Por ejemplo, la
Figura 3 muestra la secuencia del promotor canino de pol | de longitud completa (SEC ID N° 3) y diversos
fragmentos que son suficientes para dirigir la expresién de un transgén (véase también la Figura 4 y las SEC ID N° 4
y 5). Ademas, la Figura 2 muestra la secuencia del promotor humano de pol | (SEC ID N° 1) y un fragmento del
mismo que solo es suficiente para la expresion del transgén en la célula huésped (véase también la Figura 5y la
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SEC ID N° 2).

Un promotor humano de pol | que puede usarse de acuerdo con la invencién puede comprender la secuencia de la
SEC ID N° 1 o la SEC ID N° 2, o una variante de las mismas. Cuando se usa un promotor canino de acuerdo con la
invencion, puede comprender la secuencia de las SEC ID N° 3, la SEC ID N° 4 o la SEC ID N° 5, o una variante de
las mismas.

El promotor de pol | puede comprender (i) una secuencia que tiene al menos p % de identidad de secuencia con
cualquiera de las SEC ID N° 1 a 5, y/o (ii) un fragmento cualquiera de las SEC ID N° 1 a 5, con la condicién de que el
promotor tenga la capacidad de iniciar y dirigir la transcripcion de una secuencia codificante de ARN unida de forma
funcional a una célula huésped de interés. El valor de p puede ser 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 mas. El
fragmento puede en si mismo ser suficientemente largo para dirigir la expresién (por ejemplo, la SEC ID N° 4 es un
fragmento de la SEC ID N° 3) o el fragmento puede unirse a otras secuencias y esta combinacion dirigir a la
expresion. La capacidad de dichos promotores de pol | de dirigir la expresion en una célula huésped de interés
puede evaluarse facilmente, por ejemplo, usando los ensayos descritos anteriormente con un gen informador
antisentido bajo el control del promotor.

Preparacion de virus

En un aspecto adicional, la presente invenciéon proporciona un procedimiento para preparar un virus para la
fabricacién de vacunas, que comprende las etapas de (i) producir un virus recombinante como se describe en este
documento, (ii) infectar un huésped de cultivo con el virus obtenido en la etapa (i), (iii) cultivar el huésped de la etapa
(ii) para producir virus; (iv) purificar el virus obtenido en la etapa (iii) y (opcionalmente) (v) formular el virus en una
vacuna.

Cuando se usan células como huésped de cultivo en este aspecto de la invencion, se sabe que las condiciones de
cultivo celular (por ejemplo, temperatura, densidad celular, valor de pH, etc.) son variables sobre un amplio intervalo
sujeto a la linea celular y el virus empleado y pueden adaptarse a los requisitos de la aplicacion. La siguiente
informacién, por lo tanto, representa simplemente una directriz.

Como se ha mencionado anteriormente, las células se cultivan preferiblemente en medio sin suero o sin proteina.

La multiplicacion de las células puede realizarse de acuerdo con procedimientos conocidos para los especialistas en
la técnica. Por ejemplo, las células pueden cultivarse en un sistema de perfusién usando procedimientos de soporte
ordinarios como centrifugacion o filtracion. Ademas, las células pueden multiplicarse de acuerdo con la invencion en
un sistema semicontinuo antes de la infeccion. En el contexto de la presente invencion, un sistema de cultivo se
menciona como sistema semicontinuo en que las células se cultivan inicialmente en un sistema de lotes y la
disminucion de nutrientes (o parte de los nutrientes) en el medio se compensa por un suministro controlado de
nutrientes concentrados. Puede ser ventajoso ajustar el valor de pH del medio durante la multiplicaciéon de las
células antes de la infeccién a un valor entre pH 6,6 y pH 7,8 y especialmente entre un valor entre pH 7,2 y pH 7,3.
El cultivo de las células preferiblemente sucede a una temperatura entre 30 y 40 °C. En la etapa (iii), las células se
cultivan preferiblemente a una temperatura entre 30 °C y 36 °C o entre 32 °C y 34 °C 0 a 33 °C. Esto es
particularmente preferido cuando el procedimiento de la invencién se usa para producir virus de la influenza, ya que
se ha demostrado que la incubacién de células infectadas en este intervalo de temperatura provoca la produccién de
un virus que produce eficacia mejorada cuando se formula en una vacuna [24].

La presién parcial de oxigeno puede ajustarse durante el cultivo antes de la infeccion preferiblemente a un valor
entre el 25 % y el 95 % y especialmente a un valor entre el 35 % y el 60 %. Los valores para la presion parcial de
oxigeno establecidos en el contexto de la invencion se basan en la saturacién de aire. La infeccion de las células
sucede a una densidad celular de preferiblemente aproximadamente 8-25x10° células/ml en el sistema de lotes o
preferiblemente de aproximadamente 5-20x10° células/ml en el sistema de perfusién. Las células pueden infectarse
con una dosis viral (valor MOI, "multiplicidad de infeccién”; corresponde a la cantidad de unidades de virus por célula
en el momento de la infeccion) entre 107 y 10, preferiblemente entre 0,0001y 0,5.

Los virus pueden cultivarse en células en cultivo adherente o en suspension. Pueden usarse cultivos
microportadores. En algunas realizaciones, las células pueden por tanto adaptarse para su cultivo en suspension.

Los procedimientos de acuerdo con la invencion también incluyen recoger y aislar los virus o las proteinas
generadas por los mismos. Durante el aislamiento de virus o proteinas, las células se separan del medio de cultivo
por procedimientos convencionales como separacion, filtracion o ultrafiltracion. Los virus o las proteinas después se
concentran de acuerdo con procedimientos suficientemente conocidos para los especialistas en la técnica, como
centrifugacion en gradiente, filtracion, precipitacion, cromatografia, etc., y después se purifican. También se prefiere
de acuerdo con la invencion que los virus se inactiven durante o después de la purificacion. La inactivacion de virus
puede suceder, por ejemplo, por B-propiolactona o formaldehido en cualquier punto en el procedimiento de
purificacion.

Los virus aislados en la etapa (i) también pueden cultivarse en huevos en la etapa (ii). El procedimiento convencional
actual para el cultivo de virus de la influenza para vacunas usa huevos de gallina SPF embrionados, purificandose el
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virus de los contenidos del huevo (fluido alantoideo). También es posible pasar un virus a través de huevos y
posteriormente propagarlo en cultivo celular.

Virus

Los procedimientos de la invencién pueden ponerse en practica con cualquier virus que pueda expresarse por
genética inversa en una célula. Dichos virus pueden ser virus segmentados o no segmentados. Ademas, el virus
puede ser un virus ARN de cadena positiva o un virus de cadena negativa. En una realizacion adicional, el virus
también puede ser un virus ARN bicatenario.

Cuando el virus es un virus ARN de cadena negativa, el virus puede ser de una familia seleccionada entre el grupo
que consiste en Paramixoviridae, Neumoviridae, Rabdoviridae, Filoviridae, Bornaviridae, Ortomixoviridae,
Buniaviridae, o Arenaviridae. Ademas, el virus puede ser un virus de un género seleccionado entre el grupo que
consiste en Paramixovirus, Ortomixovirus, Respirovirus, Morbilivirus, Rubulavirus, Henipavirus, Avulavirus,
Peumovirus, Metapneumovirus, Vesiculovirus, Lisavirus, Efemerovirus, Citorabdovirus, Nucleorabdovirus,
Novirabdovirus, Marburvirus, Ebolavirus, Bornavirus, Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C,
Thogotovirus, lIsavirus, Ortobuniavirus, Hantavirus, Nairovirus, Flebovirus, Tospovirus, Arenavirus, Ofiovirus,
Tenuivirus, o Deltavirus. En realizaciones especificas el virus ARN de cadena negativa se selecciona entre el grupo
gque consiste en virus Sendai, virus del sarampion, virus de las paperas, virus Hendra, virus de la enfermedad de
Newcastle, virus sincitial respiratorio humano, neumovirus aviar, virus Indiana de la estomatitits vesicular, virus de la
rabia, virus de la fiebre efimera bovina, virus amarillo necrético de la lechuga, virus de la patata amarilla enana, virus
de la necrosis hematopoyética infecciosa, marburgvirus del Lago Victoria, ebolavirus de Zaire, virus de la
enfermedad de Boma, virus de la influenza, virus Thogoto, virus de la anemia infecciosa del salmon, virus
Bunyamwera, virus Hantaan, virus Dugbe, virus de la fiebre del Valle Rift, virus del bronceado del tomate, virus de la
coriomeningitis linfocitica, virus de la soriasis de los citricos, virus del bandeado del arroz, y virus de la hepatitis
delta. En realizaciones preferidas, el virus es un virus de la influenza (véase a continuacion).

Cuando el virus es un virus ARN de cadena positiva, el virus puede ser de una familia seleccionada entre el grupo
que consiste en Arteriviridae, Coronaviridae, Picornaviridae y Roniviridae. Ademas, el virus puede ser un virus de un
género seleccionado entre el grupo que consiste en Arterivirius, Coronavirus, Enterovirus, Torovirus, Okavirus,
Rinovirus, Hepatovirus, Cardiovirus, Aftovirus, Parecovirus, Erbovirus, Kobuvirus y Tescovirus. En realizaciones
especificas el virus se selecciona entre el grupo que consiste en virus del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS), virus de la polio, enterovirus humano A (HEV-A), enterovirus humano B (HEV-B), enterovirus humano C,
enterovirus humano D, virus de la hepatitis A y rinovirus humano Ay B.

Cuando el virus es un virus ARN bicatenario, el virus puede ser de una familia seleccionada entre el grupo que
consiste en Birnaviridae, Cistoviridae, Hipoviridae, Partitiviridae, Reoviridae y Totiviridae. Ademas, el virus puede ser
un virus de un género seleccionado entre el grupo que consiste en Acuabirnavirus, Avibirnavirus, Entomobimavirus,
Cistovirus, Partitivirus, Alfacriptovirus, Betacriptovirus, Acuareovirus, Coltivirus, Cipovirus, Fijivirus, Idnoreovirus,
Micoreovirus, Orbivirus, Ortoreovirus, Orizavirus, Fitoreovirus, Rotavirus y Seadornavirus.

La presente invencion es particularmente adecuada para virus que experimentan rapida mutacién y donde el
enfoque recombinante permite un aislamiento mas rapido del virus que puede después propagarse adicionalmente
para obtener vacunas adecuadas. Por lo tanto, en una realizacion preferida el virus es influenza.

Virus de la influenza

Los virus de la influenza son particularmente adecuados para su uso en los procedimientos de la presente invencion,
particularmente virus de la influenza A y virus de la influenza B, ya que se ha caracterizado bien la genética inversa
para este virus. Los virus de la influenza son virus ARN de cadena negativa segmentada. Los virus de la influenza A
y B tienen ocho segmentos, mientras que el virus de la influenza C tiene siete. El virus requiere al menos cuatro
proteinas virales (PB1, PB2, PA y nucleoproteina) para iniciar la replicacion y la transcripcion.

La genética inversa para los virus de la influenza A y B puede ponerse en practica con 12 plasmidos para expresar
las cuatro proteinas necesarias y los ocho segmentos genémicos. Para reducir la cantidad de construcciones, sin
embargo, puede incluirse una pluralidad de casetes de transcripcion de la ARN polimerasa | (para sintesis de ARN
viral) en un Unico plasmido (por ejemplo, secuencias que codifican 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 o los 8 segmentos de ARNv de
la influenza), y una pluralidad de regiones que codifican proteina con promotores de la ARN polimerasa Il en otro
plasmido (por ejemplo, secuencias que codifican 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 o los 8 transcritos de ARNm de la influenza) [25].
También es posible incluir uno 0 mas segmentos de ARNv de la influenza bajo el control de un promotor de pol | y
una o mas regiones codificantes de proteina de la influenza bajo el control de otro promotor, en particular un
promotor de pol Il, en el mismo plasmido. Como se ha descrito anteriormente, esto se hace preferiblemente usando
plasmidos bidireccionales. Aspectos preferidos del procedimiento de la referencia 25 implican: (a) regiones
codificantes de ARNm de PB1, PB2 y PA en un Unico plasmido; y (b) los 8 segmentos codificantes de ARNv en un
Unico plasmido. Es particularmente preferido incluir los segmentos de la neuraminidasa (NA) y la hemaglutinina (HA)
en un plasmido y los otros seis segmentos en otro plasmido ya que cepas del virus de la influenza recién
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emergentes habitualmente tienen mutaciones en los segmentos de NA y/o HA. Por lo tanto, en esta realizacion,
solamente tiene que remplazarse el vector que comprende la secuencia de HA y NA.

Los sistemas de expresion preferidos para virus de la influenza A codifican segmentos genémicos derivados de una
pluralidad de diferentes cepas de tipo silvestre. El sistema puede codificar 1 o méas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5 6 6)
segmentos gendmicos de una cepa PR/8/34 (A/Puerto Rico/8/34), pero habitualmente éste o éstos no incluiran el
segmento HA de PR/8/34 y habitualmente no incluirdn el segmento NA de PR/8/34. Por tanto, el sistema puede
codificar al menos uno de los segmentos NP, M, NS, PA, PB1 y/o PB2 (posiblemente los seis) de PR/8/34.

Otros sistemas de expresion (tiles para virus de la influenza A pueden codificar 1 o mas (por ejemplo, 1, 2, 3,4,56
6) segmentos gendémicos de un virus de la influenza AA/6/60 (A/Ann Arbor/6/60), pero habitualmente éste o éstos no
incluiran el segmento HA de AA/6/60 y habitualmente no contendran el segmento NA de AA/6/60. Por tanto, el
sistema puede codificar al menos uno de los segmentos NP, M, NS, PA, PB1 y/o PB2 (posiblemente los seis) de
AA/6/60.

El sistema puede codificar 1 0 mas segmentos genémicos de una cepa A/California/4/09, por ejemplo, el segmento
HA y/o el segmento NA. Por tanto, por ejemplo, el segmento génico de HA puede codificar una hemaglutinina H1
gue esta mas estrechamente relacionada con la SEC ID N° 6 que con la SEC ID N° 7 (es decir, tiene un mayor grado
de identidad de secuencia cuando se compara con la SEC ID N° 6 que con la SEC ID N° 7 usando el mismo
algoritmo y parametros). Las SEC ID N° 6 y 7 son un 80 % idénticas. Asimismo, el gen NA puede codificar una
neuraminidasa N1 que esta mas estrechamente relacionada con la SEC ID N° 8 que con la SEC ID N° 9. Las SEC
ID N° 8y 9 son un 82 % idénticas.

Los sistemas de expresion para virus de la influenza B pueden codificar segmentos genémicos derivados de una
pluralidad de diferentes cepas de tipo silvestre. El sistema puede codificar 1 o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 6 6)
segmentos genémicos de un virus de la influenza AA/1/66 (B/Ann Arbor/1/66), pero habitualmente éste o éstos no
incluiran el segmento HA de AA/1/66 y habitualmente no incluirian el segmento NA de AA/1/66. Por tanto, el sistema
puede codificar al menos uno de los segmentos NP, M, NS, PA, PB1 y/o PB2 de AA/1/66.

Los segmentos y secuencias virales de las cepas A/PR/8/34, AA/6/60, AA/1/66, A/Chile/1/83 y A/California/04/09
estan ampliamente disponibles. Sus secuencias estan disponibles en las bases de datos publicas, por ejemplo,
Gl1:89779337, GI:89779334, GI:89779332, GI:89779320, GI:89779327, G1:89779325, GI:89779322, G1:89779329.

Un sistema de genética inversa para el virus de la influenza puede incluir una construccién de expresion que
conduce a la expresiéon de una proteina accesoria en la célula huésped. Por ejemplo, puede ser ventajoso expresar
una serin proteasa no viral (por ejemplo, tripsina).

Vacuna

El procedimiento del tercer aspecto de la invencion usa un virus producido de acuerdo con el procedimiento para
producir vacunas.

Las vacunas (particularmente para el virus de la influenza) generalmente se basan en virus vivo 0 en virus
inactivado. Las vacunas inactivadas pueden basarse en viriones completos, viriones 'divididos', o en antigenos
superficiales purificados. Los antigenos también pueden presentarse en forma de virosomas. La invencion puede
usarse para fabricar cualquiera de estos tipos de vacuna.

Cuando se usa un virus inactivado, la vacuna puede comprender viribn completo, virion dividido, o antigenos
superficiales purificados (para la influenza, incluyendo hemaglutinina y, habitualmente, también incluyendo
neuraminidasa). Los medios quimicos para inactivar un virus incluyen tratamiento con una cantidad eficaz de uno o
mas de los siguientes agentes: detergentes, formaldehido, B-propiolactona, azul de metileno, psoraleno,
carboxifulereno (C60), etilamina binaria, acetil etilenoimina, o combinaciones de los mismos. Se conocen en la
técnica procedimientos no quimicos de inactivacién viral, tales como, por ejemplo, irradiacién con luz UV o
irradiacion gamma.

Los viriones pueden recogerse de fluidos que contienen virus, por ejemplo fluido alantoideo o sobrenadante de
cultivo celular, por diversos procedimientos. Por ejemplo, un procedimiento de purificacion puede implicar
centrifugacién zonal usando una solucion con gradiente lineal de sacarosa que incluye detergente para alterar los
viriones. Los antigenos después pueden purificarse, tras diluciéon opcional, por diafiltracion.

Los viriones divididos se obtienen tratando viriones purificados con detergentes (por ejemplo, éter etilico, polisorbato
80, desoxicolato, fosfato de tri-N-butilo, Triton X-100, Triton N101, bromuro de cetiltrimetilamonio, Tergitol NP9, etc.)
para producir preparaciones de subviriones, incluyendo el procedimiento de divisibn con 'Tween-éter'. Los
procedimientos para dividir virus de la influenza, por ejemplo, son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, véanse
las ref. 26-31, etc. La divisidn del virus se realiza normalmente alterando o fragmentando el virus completo, ya sea
infeccioso o no infeccioso con una concentracion alterante de agente de division. La alteracion provoca la
solubilizacién completa o parcial de las proteinas del virus, alterando la integridad del virus. Los agentes de division
preferidos son tensioactivos no iénicos e iénicos (por ejemplo, cationicos), por ejemplo, alquilglucésidos,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2394797 T3

alquiltioglucésidos, azucares de acilo, sulfobetainas, betainas, polioxietilenoalquiléteres, N,N-dialquil-glucamidas,
Hecameg, alquilfenoxi-polietoxietanoles, NP9, compuestos de amonio cuaternario, sarcosilo, CTAB (bromuros de
cetil trimetil amonio), fosfato de tri-N-butilo, Cetavlon, sales miristiltrimetilamonio, lipofectina, lipofectamina, y DOT-
MA, los octil- o nonilfenoxi polioxietanoles (por ejemplo, los tensioactivos Triton, tales como Triton X-100 o Triton
N101), ésteres de polioxietilen-sorbitan (los tensioactivos Tween), éteres de polioxietileno, ésteres de polioxietileno,
etc. Un procedimiento de divisién util usa los efectos consecutivos del desoxicolato sddico y formaldehido, y la
divisién puede tener lugar durante la purificacion inicial del virion (por ejemplo, en una solucién con gradiente de
densidad de sacarosa). Por tanto, un procedimiento de division puede implicar el aclaramiento del material que
contiene el virion (para retirar el material no de virién), la concentracion de los viriones recogidos (por ejemplo,
usando un procedimiento de adsorcion, tal como adsorcion en CaHPO,), separacién de viriones completos a partir
de material no de virién, division de viriones usando un agente de divisiébn en una etapa de centrifugacion en
gradiente de densidad (por ejemplo, usando un gradiente de sacarosa que contiene un agente de divisiéon tal como
desoxicolato sédico), y después filtracion (por ejemplo, ultrafiltracion) para retirar los materiales no deseados. Los
viriones divididos pueden resuspenderse de forma util en solucioén de cloruro sddico isotonico tamponada con fosfato
sédico. Ejemplos de vacunas de la influenza divididas son los productos BEGRIVAC™, FLUARIX™, FLUZONE™ y
FLUSHIELD™.

El procedimiento de la invencién también puede usarse para producir vacunas vivas. Dichas vacunas se preparan
habitualmente purificando viriones de fluidos que contienen virion. Por ejemplo, los fluidos pueden aclararse por
centrifugacion, y estabilizarse con tampon (por ejemplo, que contiene sacarosa, fosfato potasico, y glutamato
monosaédico). Estan actualmente disponibles diversas formas de vacuna contra el virus de la influenza (por ejemplo,
véanse los capitulos 17 y 18 de la referencia 32). Las vacunas de virus vivo incluyen el producto FLUMIST™ de
Medlmmune (vacuna de virus vivo trivalente).

Las vacunas de antigeno superficial del virus de la influenza purificado comprenden los antigenos superficiales
hemaglutinina y, normalmente, también neuraminidasa. Los procedimientos para preparar estas proteinas en forma
purificada son bien conocidos en la técnica. Los productos FLUVIRIN™, AGRIPPAL™ e INFLUVAC™ son vacunas
de subunidad de la influenza.

Otra forma de antigeno inactivado es el virosoma [33] (acido nucleico libre de particulas lisosomales tipo virales).
Los virosomas pueden prepararse por solubilizacion de virus con un detergente seguido de la eliminacion de la
nucleocapsida y reconstitucion de la membrana que contiene las glucoproteinas virales. Un procedimiento
alternativo para preparar virosomas implica afiadir glucoproteinas de membrana viral a cantidades en exceso de
fosfolipidos, para dar liposomas con proteinas viral en su membrana.

El virus puede estar atenuarse. El virus puede ser sensible a temperatura. El virus puede estar adaptado al frio.
Estas tres caracteristicas son particularmente Utiles cuando se usa virus vivo como antigeno.

La HA es el inmundégeno principal en las actuales vacunas inactivadas de la influenza, y las dosis de vacuna se
normalizan por referencia a los niveles de HA, normalmente medidos por SRID. Las vacunas existentes
normalmente contienen aproximadamente 15 pg de HA por cepa, aunque pueden usarse dosis inferiores por
ejemplo para nifios, o en situaciones pandémicas, o cuando se usa un adyuvante. Se han usado dosis fraccionarias
tales como /, (es decir, 7,5 pg de HA por cepa), s y Yg, asi como superiores (por ejemplo, dosis 3x 0 9x [34, 35]).
Por tanto, las vacunas pueden incluir entre 0,1 y 150 pg de HA por cepa de influenza, preferiblemente entre 0,1 y 50
Mg, por ejemplo, 0,1-20 ug, 0,1-15 pg, 0,1-10 ug, 0,1-7,5 pg, 0,5-5 ug, etc. Dosis particulares incluyen, por ejemplo,
aproximadamente 45, aproximadamente 30, aproximadamente 15, aproximadamente 10, aproximadamente 7,5,
aproximadamente 5, aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,75, aproximadamente 1,9, aproximadamente 1,5,
etc. por cepa. Para vacunas vivas, la dosificacion se mide por la dosis infecciosa de cultivo tisular media (DICTsg) en
lugar del contenido en HA, y es tipica una DICTso entre 10° y 10° (preferiblemente entre 10%°-10"") por cepa.

Las cepas de la influenza usadas con la invencion pueden tener una HA natural como la encontrada en un virus de
tipo silvestre, o una HA modificada. Por ejemplo, se sabe modificar HA para retirar determinantes (por ejemplo,
regiones hiper-basicas alrededor del sitio de escision HA1/HA2) que causan que un virus sea altamente patogénico
en especies aviares. El uso de la genética inversa facilita dichas modificaciones.

Las cepas del virus de la influenza para su uso en vacunas cambian de una temporada a otra. En periodos inter-
pandémicos, las vacunas normalmente incluyen dos cepas de la influenza A (HIN1 y H3N2) y una cepa de la
influenza B, y son tipicas las vacunas trivalentes. La invenciéon también puede usar cepas virales pandémicas (es
decir, cepas en las que los destinatarios de la vacuna y la poblacion humana general son inmunolégicas virgenes,
en particular del virus de la influenza A), tales como las cepas de subtipo H2, H5, H7 o H9, y las vacunas de la
influenza para cepas pandémicas pueden ser monovalentes o pueden basarse en una vacuna trivalente normal
suplementada por una cepa pandémica. Dependiendo de la temporada y de la naturaleza del antigeno incluido en la
vacuna, sin embargo, la invencion puede proteger contra uno o mas de los subtipos de HA H1, H2, H3, H4, H5, H6,
H7, H8, H9, H10, H11, H12, H 13, H 14, H15 o H16. La invencién puede proteger contra uno o0 mas de los subtipos
de NA del virus de la influenza A N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 o N9.
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Ademas de ser adecuadas para inmunizar contra cepas inter-pandémicas, las composiciones son particularmente
Utiles para inmunizar contra cepas pandémicas o potencialmente pandémicas. Las caracteristicas de una cepa de la
influenza que le da potencial para causar un brote pandémico son: (a) contiene una nueva hemaglutinina en
comparacioén con las hemaglutininas en cepas humanas actualmente en circulacién, es decir, una que no ha sido
evidente en la poblacion humana durante méas de una década (por ejemplo, H2), o no se ha observado previamente
para nada en la poblacién humana (por ejemplo, H5, H6 o H9, que se han encontrado generalmente en poblaciones
de pajaros), de modo que la poblacién humana sera inmunolégicamente virgen a la hemaglutinina de la cepa; (b) es
capaz de transmitirse de forma horizontal en la poblacién humana; y (c) es patogénica para seres humanos. Un virus
con el tipo de hemaglutinina H5 se prefiere para inmunizar contra influenza pandémica, tal como una cepa H5N1.
Otras posibles cepas incluyen H5N3, HON2, H2N2, H7N1 y H7N7, y cualquier otra cepa emergente potencialmente
pandémica. La invencion es particularmente adecuada para proteger contra cepas virales pandémicas potenciales
gue pueden o se han propagado desde una poblacién animal no humana a seres humanos, por ejemplo una cepa
de la influenza H1IN1 con origen en cerdos. La invencion entonces es adecuada para vacunar a seres humanos asi
como a animales no humanos.

Otras cepas cuyos antigenos pueden incluirse de forma (til en las composiciones son cepas que son resistentes a
terapia antiviral (por ejemplo, resistentes a oseltamivir [36] y/o zanamivir), incluyendo cepas pandémicas resistentes
[37].

Las composiciones pueden incluir uno 0 mas antigenos de una o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o0 mas) cepas del virus
de la influenza, incluyendo el virus de la influenza A y/o el virus de la influenza B. Cuando una vacuna incluye mas
de una cepa de influenza, las diferentes cepas se cultivan normalmente por separado y se mezclan después de que
los virus se hayan recogido y se hayan preparado los antigenos. Por tanto, un procedimiento de la invencién puede
incluir la etapa de mezclar antigenos de mas de una cepa de la influenza. Una vacuna trivalente es tipica, que
incluye antigenos de dos cepas del virus de la influenza A y una cepa del virus de la influenza B. También es util una
vacuna tetravalente [38], que incluye antigenos de dos cepas del virus de la influenza A y dos cepas del virus de la
influenza B, o tres cepas del virus de la influenza A y una cepa del virus de la influenza B.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones de vacuna fabricadas de acuerdo con la invencidon son farmacéuticamente aceptables.
Habitualmente incluyen componentes ademas de los antigenos, por ejemplo, normalmente incluyen uno o mas
vehiculos y/o excipientes farmacéuticos. Como se describe a continuacion, también pueden incluir adyuvantes. Esta
disponible un analisis minucioso de dichos componentes en la referencia 39.

Las composiciones de vacuna generalmente estaran en forma acuosa. Sin embargo, algunas vacunas pueden estar
en forma seca, por ejemplo, en forma de solidos inyectables o preparaciones secadas 0 polimerizadas en un parche.

Las composiciones de vacuna pueden incluir conservantes tales como tiomersal o 2-fenoxietanol. Se prefiere, sin
embargo, que la vacuna esté sustancialmente libre de (es decir, menos de 5 pg/ml) de material mercurial, por
ejemplo, libre de tiomersal [30,40]. Son mas preferidas las vacunas que no contienen mercurio. Puede incluirse
succinato de a-tocoferol como alternativa a los compuestos mercuriales [30]. Son particularmente preferidas las
vacunas libres de conservantes.

Para controlar la tonicidad, se prefiere incluir una sal fisiol6gica, tal como una sal sodio. Se prefiere el cloruro sédico
(NaCl), que puede estar presente entre 1 y 20 mg/ml. Otras sales que pueden estar presentes incluyen cloruro
potasico, dihidrogenofosfato potasico, fosfato disddico deshidrato, cloruro de magnesio, cloruro de calcio, etc.

Las composiciones de vacuna generalmente tendran una osmolalidad entre 200 mOsm/kg y 400 mOsm/kg,
preferiblemente entre 240-360 mOsm/kg, y mas preferiblemente estara en el intervalo de 290-310 mOsm/kg. Se ha
informado previamente de que la osmolalidad no tiene impacto sobre el dolor causado por la vacunacion [41], pero
no obstante se prefiere mantener la osmolalidad en este intervalo.

Las composiciones de vacuna pueden incluir uno o mas tampones. Los tampones tipicos incluyen: un tampén
fosfato; un tampén Tris; un tampén borato; un tampon succinato; un tampén histidina (particularmente con un
adyuvante de hidréxido de aluminio); o un tampdn citrato. Los tampones normalmente se incluirdn en el intervalo de
5-20 mM.

El pH de una composicién de vacuna generalmente estara entre 5,0 y 8,1, y mas normalmente entre 6,0 y 8,0 por
ejemplo 6,5y 7,5, o entre 7,0 y 7,8. Un procedimiento de la invencion, por lo tanto, puede incluir una etapa de ajustar
el pH de la vacuna a granel antes del envasado.

La composicion de vacuna es preferiblemente estéril. La composicion de vacuna es preferiblemente no pirogénica,
por ejemplo, que contiene <1 UE (unidad de endotoxina, una medida estandar) por dosis, y preferiblemente <0,1 UE
por dosis. La composicién de vacuna esta preferiblemente libre de gluten.

Las composiciones de vacuna pueden incluir detergente, por ejemplo, un tensioactivo de éster de polioxietilen
sorbitan (conocidos como "Tween'), un octoxinol (tal como octoxinol-9 (Triton X-100) o t-octilfenoxipolietoxietanol), un
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bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB'), o desoxicolato sédico, particularmente para una vacuna dividida o de
antigeno superficial. El detergente puede estar presente solamente en cantidades traza. Por tanto, la vacuna puede
incluir menos de 1 mg/ml de cada uno de octoxinol-10 y polisorbato 80. Otros componentes residuales en cantidades
traza podrian ser antibiéticos (por ejemplo, neomicina, kanamicina, polimixina B).

Una composicién de vacuna puede incluir material para una Unica inmunizacion, o puede incluir material para
multiples inmunizaciones (es decir, un kit 'multidosis'). Se prefiere la inclusién de un conservante en disposiciones
multidosis. Como alternativa (o0 adicionalmente) a incluir un conservante en composiciones multidosis, las
composiciones pueden estar contenidas en un recipiente que tiene un adaptador aséptico para la retirada de
material.

Las vacunas de la influenza normalmente se administran en un volumen de dosificacién de aproximadamente 0,5 ml,
aunque puede administrarse una media dosis (es decir, aproximadamente 0,25 ml) a nifios.

Las composiciones y kits se almacenan preferiblemente a entre 2 °C y 8 °C. No deben congelarse. Deben
mantenerse de forma ideal lejos de la luz directa.

ADN de la célula huésped

Cuando se ha aislado y/o cultivado el virus en una linea celular, la practica convencional es minimizar la cantidad de
ADN residual de la linea celular en la vacuna final, para minimizar cualquier actividad oncogénica del ADN.

Por tanto, una composicion de vacuna preparada de acuerdo con la invencién preferiblemente contiene menos de 10
ng (preferiblemente menos de 1 ng, y mas preferiblemente menos de 100 pg) de ADN residual de la célula huésped
por dosis, aunque pueden estar presentes cantidades traza del ADN de la célula huésped.

Se prefiere que la longitud promedio de cualquier ADN residual de la célula huésped sea de menos de 500 pb, por
ejemplo, menos de 400 pb, menos de 300 pb, menos de 200 pb, menos de 100 pb, etc.

El ADN contaminantes puede eliminarse durante la preparacion de la vacuna usando procedimientos
convencionales de purificacion, por ejemplo, cromatografia, etc. La eliminacion del ADN residual de la célula
huésped puede potenciarse por tratamiento con nucleasa, por ejemplo, usando una DNasa. Un procedimiento
conveniente para reducir la contaminacién con ADN de la célula huésped se describe en las referencias 42 y 43, que
implica un tratamiento de dos etapas, primero usando una DNasa (por ejemplo, Benzonasa), que puede usarse
durante el crecimiento viral, y después un detergente catiénico (por ejemplo, CTAB), que puede usarse durante la
alteracion del virién. También puede usarse tratamiento con un agente alquilante, tales como B-propiolactona, para
eliminar el ADN de la célula huésped, y ventajosamente también puede usarse para inactivar viriones [44].

Adyuvantes

Las composiciones pueden incluir ventajosamente un adyuvante, que puede funcionar potenciando las respuestas
inmunes (humoral y/o celular) provocadas en un sujeto que recibe la composicion. Los adyuvantes preferidos
comprenden emulsiones de aceite-en-agua. Son conocidos diversos de dichos adyuvantes, y nhormalmente incluyen
al menos un aceite y al menos un tensioactivo, siendo el aceite 0 aceites y el tensioactivo o0 tensioactivos
biodegradables (metabolizables) y biocompatibles. Las gotas de aceite en la emulsién generalmente son de menos
de 5 um de diametro, e idealmente tienen un diametro sub-micrométrico, consiguiéndose estos pequefios tamafio
con un microfluidizador para proporcionar emulsiones estables. Se prefieren gotas con un tamafio menos de 220 nm
ya que pueden someterse a esterilizacion en filtro.

La emulsion puede comprender aceites tales como los de una fuente animal (tal como pescado) o vegetal. Las
fuentes para aceites vegetales incluyen nueces, semillas y granos. El aceite de cacahuete, el aceite de soja, el
aceite de coco, y el aceite de oliva, los mas habitualmente disponibles, ejemplifican los aceites de nuez. El aceite de
jojoba puede usarse, por ejemplo, obtenido de la judia de jojoba. Los aceites de semilla incluyen aceite de cartamo,
aceite de algodon, aceite de girasol, aceite de sésamo y similares. En el grupo de los granos, el aceite de maiz es el
mas facilmente disponible, pero también puede usarse el aceite de otros granos de cereal tales como maiz, avena,
centeno, arroz, teff, triticale y similares. Pueden prepararse ésteres de acido graso de 6-10 carbonos de glicerol y
1,2-propanodiol, aunque no existen de forma natural en los aceites de semilla, por hidrélisis, separacién y
esterificacion de los materiales apropiados partiendo de los aceites de nuez y semilla. Las grasas y los aceites de
leche de mamifero son metabolizables y por lo tanto pueden usarse en la practica de la presente invencion. Los
procedimientos para la separacion, purificacion, saponificacion y otros medios necesarios para obtener aceites puros
de fuentes animales son bien conocidos en la técnica. La mayoria de los peces contienen aceites metabolizables
gue pueden recuperarse facilmente. Por ejemplo, el aceite de higado de bacalao o los aceites de higado de tiburdn,
y el aceite de ballena tal como espermaceti, ejemplifican varios de los aceites de este tipo que pueden usarse en
este documento. Se sintetizan bioquimicamente varios aceites de cadena ramificada en unidades isopreno de 5-
carbonos y se mencionan generalmente como terpenoides. El aceite de higado de tiburdn contiene un terpenoide
insaturado ramificado conocido como escualeno, el 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno,
gue es particularmente preferido en este documento. El escualano, el analogo saturado del escualeno, también es
un aceite preferido. Los aceites de pescado, incluyendo escualeno y escualano, estan facilmente disponibles en
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fuente comerciales o pueden obtenerse por procedimientos conocidos en la técnica. Otro aceite preferido es a-
tocoferol (véase a continuacion).

Pueden usarse mezclas de aceites.

Los tensioactivos pueden clasificarse por su 'HLB' (equilibrio hidréfilo/lipofilo). Los tensioactivos preferidos tienen un
HLB de al menos 10, preferiblemente al menos 15, y méas preferiblemente al menos 16. La invencion puede usarse
con tensioactivos que incluyen, aunque sin limitacion: los tensioactivos de ésteres de polioxietilen sorbitan
(habitualmente mencionados como Tween), especialmente polisorbato 20 y polisorbato 80; copolimeros de éxido de
etileno (EO), 6xido de propileno (PO), y/o 6xido de butileno (BO), vendidos con la marca DOWFAX™, tales como
copolimeros de bloque lineales de EO/PO; octoxinoles, que pueden variar en la cantidad de grupos etoxi repetitivos
(oxi-1,2-etanodiilo), siendo el octoxinol-9 (Triton X-100, o t-octilfenoxipolietoxietanol) de particular interés;
(octilfenoxi)polietoxietanol (IGEPAL CA-630/NP-40); fosfolipidos tales como fosfatidilcolina (lecitina); etoxilatos de
nonilfenol, tales como la serie Tergitol™ NP; éteres de polioxietileno graso derivados de alcoholes laurilo, cetilo,
estearilo y oleilo (conocidos como tensioactivos Brij), tales como trietilenglicol monolauril éter (Brij 30); y ésteres de
sorbitan (habitualmente conocidos como SPAN), tales como trioleato de sorbitan (Span 85) y monolaurato de
sorbitan. Se prefieren tensioactivos no iénicos. Tensioactivos preferidos para incluir en la emulsion son Tween 80
(monooleato de polioxietilen sorbitan), Span 85 (trioleato de sorbitan), lecitina y Triton X-100.

Pueden usarse mezclas de tensioactivos, por ejemplo, mezclas de Tween 80/Span 85. También es adecuada una
combinacién de un éster de polioxietilen sorbitan tal como monooleato de polioxietilen sorbitdn (Tween 80) y un
octoxinol tal como t-octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-100). Otra combinacién Gtil comprende laureth 9 mas un éster
de polioxietilen sorbitan y/o un octoxinol.

Cantidades preferidas de tensioactivos ( % en peso) son: ésteres de polioxietilen sorbitan (tal como Tween 80) del
0,01 al 1 %, en particular a aproximadamente el 0,1 %; octil- o nonilfenoxi polioxietanoles (tal como Triton X-100, u
otros detergentes en la serie Triton) del 0,001 al 0,1 %, en particular del 0,005 al 0,02 %); éteres de polioxietileno (tal
como laureth 9) del 0,1 al 20 %, preferiblemente del 0,1 al 10 % y en particular del 0,1 al 1 % o aproximadamente al
0,5 %.

Cuando la vacuna contiene un virus dividido, se prefiere que contenga tensioacivo libre en la fase acuosa. Esto es
ventajoso ya que el tensioactivo libre puede ejercer un 'efecto de divisién' sobre el antigeno, alterando de este modo
cualquier virion no dividido y/o agregados de viriones que pudieran estas de otro modo presentes. Esto puede
mejorar la seguridad de las vacunas de virus dividido [45].

Las emulsiones preferidas tienen un tamafio de gota promedio de <1 pm, por ejemplo, <750 nm, <500 nm, <400 nm,
<300 nm, <250 nm, <220 nm, <200 nm, o mas pequefio. Estos tamafios de gota pueden conseguirse
convenientemente por técnicas tales como microfluidizacion.

Los adyuvantes especificos de aceite-en-agua utiles con la invencion incluyen, aunque sin limitacion:

e Una emulsion submicrométrica de escualeno, Tween 80, y Span 85. La composicién de la emulsiéon en volumen
puede ser de aproximadamente el 5 % de escualeno, aproximadamente el 0,5 % de polisorbato 80 y
aproximadamente el 0,5 % de Span 85. En términos de peso, estas proporciones se convierten en el 4,3 % de
escualeno, el 0,5 % de polisorbato 80 y el 0,48 % de Span 85. Este adyuvante es conocido como 'MF59' [46-48],
como se describe en mas detalle en el capitulo 10 de la ref. 49 y el capitulo 12 de la ref. 50. La emulsion MF59
incluye ventajosamente iones citrato, por ejemplo, tampdn citrato sédico 10 mM.

* Una emulsién de escualeno, DL-a-tocoferol, y polisorbato 80 (Tween 80). La emulsién puede incluir una solucién
salina tamponada con fosfato. También puede incluir Span 85 (por ejemplo, al 1 %) y/o lecitina. Estas
emulsiones pueden tener del 2 al 10 % de escualeno, del 2 al 10 % de tocoferol y del 0,3 al 3 % de Tween 80, y
la proporcién en peso de escualeno:tocoferol es preferiblemente <1 ya que esto proporciona una emulsién mas
estable. El escualeno y Tween 80 pueden estar presentes en una proporciéon en volumen de aproximadamente
5:2 0 a una proporcién en peso de aproximadamente 11:5. Una de dicha emulsién puede prepararse disolviendo
Tween 80 en PBS para dar una solucion al 2 %, después mezclando 90 ml de esta solucién con una mezcla de
(5 g de DL-a-tocoferol y 5 ml de escualeno), después microfluidizando la mezcla. La emulsion resultante puede
tener gotas de aceite submicrométricas, por ejemplo, con un diametro promedio entre 100 y 250 nm,
preferiblemente de aproximadamente 180 nm. La emulsién también puede incluir a monofosforil lipido A 3-des-
O-acilado (3d-MPL). Otra emulsién util de este tipo puede comprender, por dosis humana, 0,5-10 mg de
escualeno, 0,5-11 mg de tocoferol, y 0,1-4 mg de polisorbato 80 [51].

e Una emulsién de escualeno, un tocoferol, y un detergente Triton (por ejemplo, Triton X-100). La emulsién
también puede incluir un 3d-MPL (véase a continuacion). La emulsion puede contener un tampon fosfato.

* Una emulsién que comprende un polisorbato (por ejemplo, polisorbato 80), un detergente Triton (por ejemplo,
Triton X-100) y un tocoferol (por ejemplo, un succinato de a-tocoferol). La emulsién puede incluir estos tres
componentes a una proporciéon de masa de aproximadamente 75:11:10 (por ejemplo, 750 pug/ml de polisorbato
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80, 110 pg/ml de Triton X-100 y 100 ug/ml de succinato de a-tocoferol), y estas concentraciones deben incluir
cualquier contribucion de estos componentes a partir de los antigenos. La emulsién también puede incluir
escualeno. La emulsién también puede incluir un 3d-MPL (véase a continuacion). La fase acuosa puede
contener un tampoén fosfato.

« Una emulsion de escualano, polisorbato 80 y poloxamero 401 ("Pluronic™ L121"). La emulsién pueden
formularse en solucién salina tamponada con fosfato, pH 7,4. Esta emulsion es un vehiculo de suministro util
para muramil dipéptidos, y se ha usado con treonil-MDP en el adyuvante "SAF-1" [52] (0,05-1 % de Thr-MDP, 5
% de escualano, 2,5 % de Pluronic L121 y 0,2 % de polisorbato 80). También puede usarse sin el Thr-MDP,
como en el adyuvante "AF" [53] (5 % de escualano, 1,25 % de Pluronic L121 y 0,2 % de polisorbato 80). Se
prefiere microfluidizacion.

e Una emulsién que comprende escualeno, un disolvente acuoso, un tensioactivo no iénico hidréfilo de
polioxietilen alquil éter (por ejemplo, polioxietileno (12) éter cetoestearilico) y un tensioactivo no iénico hidr6fobo
(por ejemplo, un éster de sorbitan o éster de mannida, tal como monooleato de sorbitan o 'Span 80'). La
emulsion se preferiblemente termorreversible y/o tiene al menos un 90 % de las gotas de aceite (en volumen)
con un tamafio menor de 200 nm [54]. La emulsién también puede incluir uno o mas de: alditol; un agente
crioconservante (por ejemplo, un azulcar, tal como dodecilmaltésido y/o sacarosa); y/o un alquilpoliglicésido. La
emulsién puede incluir un agonista de TLR4 [55]. Dichas emulsiones pueden liofilizarse.

e Una emulsién de escualeno, poloxamero 105 y Abil-Care [56]. La concentracién final (peso) de estos
componentes en vacunas adyuvantadas son del 5 % de escualeno, el 4 % de poloxamero 105 (poliol pluronic) y
el 2 % de Abil-Care 85 (Bis-PEG/PPG-16/16 PEG/PPG-16/16 dimeticona; triglicérido caprilico/caprico).

e Una emulsion que tiene el 0,5-50 % de un aceite, el 0,1-10 % de un fosfolipido, y el 0,05-5 % de un tensioactivo
no ionico. Como se describe en la referencia 57, componentes fosfolipidicos preferidos son fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, éacido fosfatidico, esfingomielina vy
cardiolipina. Son ventajosos tamafios de gota submicrométricos.

e Una emulsién submicrométrica de aceite-en-agua de un aceite no metabolizable (tal como aceite mineral ligero)
y al menos un tensioactivo (tal como lecitina, Tween 80 o Span 80). Pueden incluirse aditivos, tales como
saponina QuilA, colesterol, un conjugado saponina-lipéfilo (tal como GPI-0100, descrito en la referencia 58,
producido por la adicién de amina alifatica a la desacilsaponina mediante el grupo carboxilo del acido
glucurénico), bromuro de dimetildioctadecilamonio y/o N,N-diocta-decil-N,N-bis (2-hidroxietil)propanodiamina.

e Una emulsién en la que una saponina (por ejemplo, QuilA 0 QS21) y un esterol (por ejemplo, un colesterol) se
asocian en micelas helicoides [59].

e Una emulsién que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado lipéfilo no iénico, y un tensioactivo
hidréfilo no i6nico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y/o copolimero bloque de polioxietileno-
polioxipropileno) [60].

e Una emulsién que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado hidréfilo no iénico, y un tensioactivo
lipéfilo no idnico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y/o copolimero de bloque de polioxietileno-
polioxipropileno) [60].

En algunas realizaciones, puede mezclarse una emulsion con el antigeno de forma improvisada, en el momento del
suministro, y por tanto el adyuvante y el antigeno pueden mantenerse por separado en una vacuna envasada o
distribuida, lista para su formulacion final en el momento de su uso. En otras realizaciones se mezcla una emulsion
con el antigeno durante la fabricacién, y por tanto la composiciéon se envasa en una forma liquida adyuvantada. El
antigeno generalmente estara en una forma acuosa, de modo que la vacuna se prepare finalmente mezclando los
dos liquidos. La proporcion en volumen de los dos liquidos para la mezcla puede variar (por ejemplo, entre 5:1 y 1:5)
pero es generalmente de aproximadamente 1:1. Cuando las concentraciones de los componentes se dan en las
descripciones antihéroes de emulsiones especificas, estas concentraciones son normalmente para una composicion
no diluida, y de este modo disminuira la concentracion después de la mezcla con una solucién antigeno.

Envasado de las composiciones de vacuna

Recipientes adecuados para las composiciones (0 componentes de kit) incluyen viales, jeringas (por ejemplo,
jeringas desechables), pulverizaciones nasales, etc. Estos recipientes deben ser estériles.

Cuando una composicién/componente esta localizada en un vial, el vial esta hecho preferiblemente de un material
de vidrio o plastico. El vial se esteriliza preferiblemente antes de que la composicion se afiada al mismo. Para evitar
problemas con pacientes sensibles al latex, los viales se sellan preferiblemente con un tampén sin latex, y se
prefiere la ausencia de latex en todo el material de envasado. El vial puede incluir una Unica dosis de vacuna, o
puede incluir mas de una dosis (un vial 'multidosis’) por ejemplo 10 dosis. Los viales preferidos estan hechos de
vidrio incoloro.
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Un vial puede tener un tampon (por ejemplo, un cierre Luer) adaptado de tal modo que pueda insertarse una jeringa
pre-cargada en el tapén, los contenidos de la jeringa puedan expulsarse dentro del vial (por ejemplo, para
reconstituir el material liofilizado en su interior), y los contenidos del vial pueden retirarse de nuevo al interior de la
jeringa. Después de retirar la jeringa del vial, pueden entonces unirse una aguja y la composicion puede
administrarse a un paciente. El tapén esta preferiblemente localizado en el interior de un precinto o cubierta, de
modo que el precinto o cubierta tiene que retirarse antes de poder acceder al tapon. Un vial puede tener un tampon
que permita la retirada aséptica de sus contenidos, particularmente para viales multidosis.

Cuando un componente se envasa en una jeringa, la jeringa puede tener una aguja unida a la misma. Si no se une
una aguja, puede suministrarse una aguja separada con la jeringa para su ensamblaje y uso. Dicha aguja puede
estar enfundada. Se prefieren agujas de seguridad. Son tipicas agujas de 2,54 cm (1-pulgada) de calibre 23, de 2,54
cm (1l-pulgada) de calibre 25 y de 1,59 cm (5/8-pulgadas) de calibre 25. Las jeringas pueden proporcionarse con
etiquetas que se pueden retirar en las que puede estar impreso el nimero de lote, la temporada de influenza y la
fecha de caducidad de los contenidos, para facilitar el mantenimiento de un registro. EI émbolo en la jeringa
preferiblemente tiene un tope para evitar que el émbolo se retire accidentalmente durante la aspiracion. Las jeringas
pueden tener un tapon y/o émbolo de goma de latex. Las jeringas desechables contienen una Unica dosis de
vacuna. La jeringa generalmente tendra un tapon en la punta para sellar la punta antes de unir una aguja, y el tapon
de la punta esta hecho preferiblemente de una goma de butilo. Si la jeringa y la aguja se envasan por separado
entonces la aguja se equipa preferiblemente con una proteccién de goma de butilo. Las jeringas preferidas son
aquellas comercializadas con la marca "Tip-Lok"™.

Los recipientes pueden estar marcados para mostrar el volumen de media dosis, por ejemplo, para facilitar el
suministro a nifios. Por ejemplo, una jeringa que contiene una dosis de 0,5 ml puede tener una marca que muestra
un volumen de 0,25 ml.

Cuando se usa un recipiente de vidrio (por ejemplo, una jeringa o un vial), entonces se prefiere usar un recipiente
hecho de un vidrio de borosilicato en lugar de un vidrio sodocalcico.

Puede envasarse un kit 0 composicion (por ejemplo, en la misma caja) con un prospecto que incluye los detalles de
la vacuna, por ejemplo, instrucciones para su administracién, detalles de los antigeno en la vacuna, etc. Las
instrucciones también pueden contener advertencias, por ejemplo, para mantener una solucion de adrenalina
disponible en caso de reaccién anafilactica después de la vacunacion, etc.

Procedimientos de tratamiento y administracion de la vacuna

La descripcion proporciona una vacuna fabricada de acuerdo con la invencion. Estas composiciones de vacuna son
adecuadas para su administracion a sujetos humanos o sujetos animales no humanos, tales como cerdos, y la
invencién proporciona un procedimiento para provocar una respuesta inmune en un sujeto, que comprende la etapa
de administrar una composicién de la invencion al sujeto. La descripcion también proporciona una composicion para
su uso como medicamento, y proporciona el uso de una composicion para la fabricacion de un medicamento para
provocar una respuesta inmune en un sujeto.

La respuesta inmune producida por estos procedimientos y usos generalmente incluird una respuesta de
anticuerpos, preferiblemente una respuesta protectora de anticuerpos. Los procedimientos para evaluar las
respuestas de anticuerpos, capacidad neutralizante y proteccién después de una vacuna con virus de la influenza
son bien conocidos en la técnica. Estudios en seres humanos han demostrado que los titulos de anticuerpos contra
hemaglutinina del virus de la influenza humana estan correlacionados con proteccion (un titulo de inhibicién de
hemaglutinaciéon en muestra sérica de aproximadamente 30-40 da aproximadamente un 50 % de proteccion contra
infeccion por un virus homologo) [61]. Las respuestas de anticuerpo normalmente se miden por inhibicion de
hemaglutinacion, por microneutralizacion, por inmunodifusién radial sencilla (SRID), y/o por hemdlisis radial sencilla
(SRH). Estas técnicas de ensayo son bien conocidas en la técnica.

Las composiciones pueden administrarse de diversos modos. La via de administracion mas preferida es por
inyeccion intramuscular (por ejemplo, en el brazo o la pierna), pero otras vias disponibles incluyen inyeccion
subcutanea, intranasal [62-64], oral [65], intradérmica [66, 67], transcutanea, transdérmica [68], etc.

Las vacunas preparadas de acuerdo con la invencién pueden usarse para tratar tanto a nifios como a adultos. Las
vacunas de la influenza estan actualmente recomendadas para su uso en inmunizacion pediatrica y en adultos, a
partir de una edad de 6 meses. Por tanto, un sujeto humano puede ser de menos de 1 afio de edad, de 1-5 afios de
edad, de 5-15 afios de edad, de 15-55 afios de edad, o de al menos 55 afios de edad. Los sujetos preferidos para
recibir las vacunas son los ancianos (por ejemplo, =50 afios de edad, =60 afios de edad, y preferiblemente =65 afios
de edad), los jévenes (por ejemplo, <5 afios de edad), sujetos hospitalizados, trabajadores sanitarios, personal del
servicio armado y militar, mujeres embarazadas, los enfermos crénicos, sujetos inmunodeficientes, sujetos que han
tomado un compuesto antiviral (por ejemplo, un compuesto oseltamivir 0 zanamivir; véase a continuacién) en los 7
dias previos a recibir la vacuna, personas con alergias al huevo y gente que viaja al extranjero. Las vacunas no son
adecuadas solamente para estos grupos, sin embargo, y pueden usarse mas generalmente en una poblacion. Para
cepas pandémicas, se prefiere la administracion de todos los grupos de edad.
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Las composiciones preferidas satisfacen 1, 2 6 3 de los criterios CPMP para la eficacia. En adultos (18-60 afios),
estos criterios son: (1) =70 % de seroproteccioén; (2) 240 % de seroconversion; y/o (3) un aumento GMT de =2,5
veces. En los ancianos (>60 afios), estos criterios son: (1) =260 % de seroproteccién; (2) 230 % de seroconversion;
y/o (3) un aumento GMT de =2 veces. Estos criterios se basan en estudios de etiqueta abierta con al menos 50
pacientes.

El tratamiento puede ser por un programa de una Unica dosis o un programa de mdltiples dosis. Pueden usarse
multiples dosis en un programa de inmunizacion primaria y/o en un programa de inmunizacion de refuerzo. En un
programa de mudltiples dosis, las diversas dosis pueden darse por la misma o diferentes vias, por ejemplo, un
sensibilizacion parenteral y refuerzo a la mucosa, una sensibilizacién a la mucosa y refuerzo parenteral, etc. La
administracion de mas de una dosis (normalmente dos dosis) es particularmente (Gtil en pacientes
inmunolégicamente virgenes, por ejemplo, para gente que nunca ha recibido una vacuna de la influenza
anteriormente, o para vacuna contra un nuevo subtipo de HA (como en un brote pandémico). Las mdltiples dosis
normalmente se administraran al menos separadas 1 semana (por ejemplo, aproximadamente 2 semanas,
aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 8
semanas, aproximadamente 10 semanas, aproximadamente 12 semanas, aproximadamente 16 semanas, etc.).

Las vacunas producidas por la invencion pueden administrarse a pacientes en sustancialmente el mismo momento
que (por ejemplo, durante la misma consulta médica o visita a un procesional sanitario o centro de vacunacién) otras
vacunas, por ejemplo, en sustancialmente el mismo momento que una vacuna del sarampién, una vacuna de las
paperas, una vacuna de la rubéola, una vacuna MMR, una vacuna de la varicela, una vacuna MMRYV, una vacuna de
la difteria, una vacuna del tétanos, una vacuna de pertussis, una vacuna DTP, una vacuna conjugada de H.
influenzae tipo b, una vacuna inactivada de poliovirus, una vacuna del virus de la hepatitis B, un vacuna conjugada
de meningococos (tal como una vacuna tetravalente A-C-W135-Y), una vacuna del virus sincitial respiratorio, una
vacuna conjugada de neumococos, etc. La administracion en sustancialmente el mismo momento que una vacuna
de neumococos y/o una vacuna de meningococos es particularmente Util en paciente ancianos.

Asimismo, las vacunas pueden administrarse a pacientes en sustancialmente el mismo momento que (por ejemplo,
durante la misma consulta médica o visita a un procesional sanitario) un compuesto antiviral, y en particular un
compuesto antiviral activo contra el virus de la influenza (por ejemplo, oseltamivir y/o zanamivir). Estos antivirales
incluyen inhibidores de neuraminidasa, tal como un acido (3R,4R,5S)-4-acetilamino-5-amino-3(1-etilpropoxi)-1-
ciclohexeno-1-carboxilico o acido 5-(acetilamino)-4-[(aminoiminometil)-amino]-2,6-anhidro-3,4,5-tridesoxi-D-glicero-
D-galactonon-2-enonico, incluyendo ésteres de los mismos (por ejemplo, los ésteres etilicos) y sales de los mismos
(por ejemplo, las sales fosfato). Un antiviral preferido es éster etilico del acido (3R,4R,5S)-4-acetilamino-5-amino-
3(1-etilpropoxi)-1-ciclohexeno-1-carboxilico, fosfato (1:1), también conocido como oseltamivir fosfato (TAMIFLU™).

General

La expresion "que comprende" abarca "que incluye" asi como "que consiste en", por ejemplo, una composicién "que
comprende” X puede constar exclusivamente de X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente”, por ejemplo, una composicién que esta "sustancialmente
libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra "sustancialmente" puede
omitirse de la definicion de la invencion.

El término "aproximadamente" en relacién a un valor numérico x es opcional y significa, por ejemplo, x+10 %.

Salvo que se indique especificamente, un procedimiento que comprende una etapa de mezclar dos o0 mas
componentes no requiere ningin orden especifico de mezcla. Por tanto, los componentes pueden mezclarse en
cualquier orden. Cuando hay tres componentes, entonces pueden combinarse dos componentes entre si, y después
la combinacion puede combinarse con el tercer componente, etc.

Cuando se usan materiales animales (y particularmente bovinos) en el cultivo de células, deben obtenerse de
fuentes que estén libres de encefalopatias espongiformes transmisibles (TSE), y en particular libres de encefalopatia
espongiforme bovina (BSE). Globalmente, se prefiere cultivar células en ausencia total de materiales derivados de
animales.

Cuando se administra un compuesto al cuerpo como parte de una composicién, entonces ese compuesto puede
remplazarse, como alternativa, por un profarmaco adecuado.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 ilustra la construccién de expresién que se usé para ensayar la actividad del promotor de pol | con un
informador de luciferasa.

La Figura 2 muestra la secuencia del promotor humano de pol | humana de longitud completa (FL) (SEC ID N° 1). La
secuencia del promotor humano de Pol | pHW2000 (SEC ID N° 2; promotor "corto" de pol | humana)) dentro de la
secuencia de longitud completa se muestra en fuente subrayada. La fecha indica el sitio de inicio de la transcripcion.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2394797 T3

La Figura 3 muestra la secuencia del promotor canino de pol | de longitud completa (FL) (NW_878945; SEC ID N° 3).
La secuencia CORTA del promotor en la secuencia de longitud completa del promotor se muestra en letras
mayusculas subrayadas (SEC ID N° 5); la secuencia MID del promotor dentro de la secuencia de longitud completa
se muestra en letras mayUsculas subrayadas y letras mindsculas en negrita (SEC ID N° 4).

La Figura 4 muestra la actividad del promotor canino de pol | en células MDCK. Las columnas grises muestran los
resultados con el promotor canino de pol | FL, las columnas con bandeado muestran los resultados con el promotor
canino MID y las columnas punteadas muestran los resultados con el promotor CORTO canino de pol I. "A" indica
LUC y polimerasa viral, "B" indica LUC e infeccion (MOI = 0,05), "C" indica LUC y "D" es sin ADN. El eje y indica
unidades de luz relativas (RLU).

La Figura 5 muestra la actividad del promotor humano de pol | en células MDCK 33016. Las columnas grises
muestran los resultados con el promotor humano de pol |, las columnas con bandeado muestran los resultados con
el promotor canino de pol | FL, las columnas punteadas muestran los resultados con e promotor canino MID de pol |
y las columnas bandeadas verticalmente muestran los resultados con el promotor CORTO canino de pol I. "A" indica
LUC y polimerasa viral, "B" indica LUC e infeccion (MOI = 0,05) y "C" indica LUC. El eje y indica unidades de luz
relativas (RLU).

La Figura 6 muestra una comparacion de la actividad del promotor FL y CORTO de pol | humana y el promotor
canino de pol | de longitud completa en células MDCK 33016. Las columnas grises muestran los resultados con el
promotor humano de longitud completa, las columnas con bandeado muestran los resultados con el promotor canino
de longitud completa y las columnas punteadas muestran los resultados con el promotor corto de pol | humana. A
indica LUC+polimerasa, B indica LUC+infeccion y C muestra LUC solamente. El eje y indica unidades de luz
relativas (RLU).

La Figura 7 muestra la actividad del promotor humano de pol | (columnas punteadas) y el promotor canino de pol |
(columnas con bandeado) en células MDCK 33016 (Figura 7A) y en células MDCK ATCC (Figura 7B). A indica
LUC+polimerasa, B indica LUC+infeccion y C muestra LUC solamente. El eje y indica unidades de luz relativas
(RLU).

La Figura 8 muestra un analisis de transferencia de western de las proteinas M y NP en lisados celulares depués del
rescate del virus.

La Figura 9 muestra los resultados de un ensayo de formacién de focos usando sobrenadante de células infectadas
con construcciones de genética inversa.

La Figura 10 muestra una alineacion de secuencias de ADN de promotores humano y canino de pol | (SECID N° 1y
3, respectivamente).

La Figura 11A muestra los niveles de expresion de un transgén informador bajo el control del promotor humano de
pol I (hPol 1) o el promotor canino de pol | (cPoll) en células MDCK ATCC, MDCK 33016-PF y 293T. Las columnas
vacias representan los resultados con células 293T, las columnas blancas muestran los resultados con células
MDCK 33016-PF y las columnas con bandeado representan los resultados con células MDCK ATCC.

La Figura 11B compara la eficacia de transfeccién en células humanas y caninas. El eje y en ambos gréficos indica
unidades de luz relativas (RLU).

La Figura 12 muestra el rescate de la cepa de influenza A/Puerto Rico/8/34 por genética inversa basada en el
promotor humano de pol | en células MDCK ATCC, MDCK 33016-PF y 293T en presencia (columnas blancas) y
ausencia (columnas negras) del plasmido auxiliar TMPRSS2 y con (columnas negras) y sin (columnas blancas)
adicion de células de alimentacion (12B). El eje y representa el titulo de virus (ffu/ml).

La Figura 13 compara el rescate de la cepa de influenza A/Puerto Rico/8/34 por genética inversa dirigida por pol |
humana o canina en células MDCK 33016-PF. Las columnas negras muestran los resultados en ausencia del
plasmido auxiliar TMPRSS2 y las barras blancas muestran el resultado en presencia del plasmido auxiliar
TMPRSS2. El eje y representa e titulo de virus (ffu/ml).

Breve descripcién de la lista de secuencias

La SEC ID N° 1 es la secuencia de longitud completa (FL) del promotor humano de pol |
La SEC ID N° 2 es la secuencia pHW?2000 del promotor humano de Pol |

La SEC ID N° 3 es la secuencia de longitud completa (FL) del promotor canino de pol |
La SEC ID N° 4 es la secuencia MID del promotor canino de pol |

La SEC ID N° 5 es la secuencia CORTA del promotor canino de pol |
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La SEC ID N° 6 es la secuencia de HA de A/California/04/09
La SEC ID N° 7 es la secuencia de HA de A/Chile/1/1983
La SEC ID N° 8 es la secuencia de NA de A/California/04/09
La SEC ID N° 9 es la secuencia de NA de A/Chile/1/1983

Modos de realizar la invencién

El promotor humano de pol | es activo en células hu manas asi como en células caninas.

Para evaluar la actividad del promotor de pol | en células huésped no endégenas, se transfectaron células MDCK
con una construccion de expresiéon que permite la expresion de un ARN de luciferasa (luc) en direccién antisentido
bajo el control de un fragmento de 487 pb del promotor humano de pol | o diversos fragmentos del promotor canino
de pol | (como se muestra en la Figura 3). El ARN expresado puede transcribirse en ARNm por una polimerasa viral
y posteriormente puede traducirse en la proteina luc. Por tanto, las células que expresan el transgén pueden
identificarse facilmente ensayando la actividad luciferasa. Para que el ensayo funcione es necesario proporcionar
polimerasa viral. Esto puede conseguirse por co-transfeccion de la célula con construcciones de expresion que
codifican la polimerasa viral o, como alternativa, por infeccion de la célula transfectada con un virus auxiliar. El
ensayo se ilustra en la Figura 1.

La Figura 11A muestra que el promotor humano de pol | es capaz de dirigir la expresion del transgén en células
MDCK ATCC y también en células MDCK 33016-PF con la misma eficacia que el promotor canino de pol I. Los
niveles de expresion del transgén con el promotor humano de pol | en células MDCK ATCC son incluso mayores que
los observados en células humanas 293T. Para confirmar que la eficacia de transfeccion de los tipos celulares
ensayados son comparables, se transfectaron con una construccion que contenia un gen luciferasa bajo el control
de un promotor CMV. Se midid el nivel de actividad luciferasa. Los resultados se muestran en la Figura 11B y
confirman que la eficacia de transfeccion de las células ensayadas es comparable.

La Figura 4 muestra que todos los fragmentos ensayados del promotor canino de pol | pueden dirigir la expresion del
transgén luc en células MDCK. Ademas, la Figura 5 demuestra que el promotor humano de pol | de longitud
completa es capaz de dirigir la expresion del transgén en células MDCK y es incluso mas eficaz que el promotor
canino de pol I.

Para definir adicionalmente la regiéon del promotor humano de pol | que es necesaria para dirigir la expresion del
transgén, el experimento se repitié con un fragmento del promotor humano de pol | como se muestra en la Figura 2
(pol | "corta"). Se descubri6é que, aunque el promotor de pol | de longitud completa es mas activo, tanto el promotor
humano de pol | de longitud completa como el corto son activos en células MDCK (Figura 6).

Las construcciones que contienen las secuencias human y canina del promotor de pol | se introdujeron
adicionalmente por transfeccion en células MDCK de la ATCC y MDCK 33016 [18] para determinar si la actividad del
promotor humano de pol | esta restringida a una cierta linea celular. Como se muestra en la Figura 7, el promotor
humano de pol | fue capaz de dirigir la expresion del transgén en ambos tipos celulares pero la expresion fue mas
eficaz en células MDCK 33016.

Rescate del virus de la influenza de células MDCK usando el promotor humano de pol I.

La eficacia del rescate del virus de la influenza usando el promotor humano de pol | se comparé en células MDCK y
293T. El genoma viral de influenza se clond en vectores de expresion pHW2000 [69]. Este vector contiene un
fragmento del promotor humano de pol | que demostré ser activo en células MDCK (véase la Figura 5). En particular,
se usaron los siguientes vectores: pHW-WSN PA (0,534 ug/ul); pHW-WSN PB1 (0,432 pg/ul); pHW-WSN PB2
(0,357 pg/pl); pHW-WSN NP (0,284 pg/ul); pHW-WSN NS (0,217 pg/ul); pHW-WSN M (0,232 pg/pl); pHW-WSN HA
(0,169 pg/pl); pHW-WSN NA (0,280 pg/pl) y pcDNA-TMPRSS (0,775 pg/ul; que codifica serin proteasa). Los genes
gue codifican proteina se controlaron por un promotor de citomegalovirus (CMV).

Para el rescate de virus, se sembraron células 293T a una densidad de 5x10° células/paocillo en placas de 6 pocillos
con 2 ml de medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con FCS al 10 %. Se sembraron células MDCK a
0,3x10° células/pocillo en placas de 6 pocillos con 2 ml de medio. Las células se incubaron durante una noche a 37
°C y se transfectaron cuando hubieron alcanzado una confluencia del 50-80 %.

Se transfectaron células 293T y MDCK usando el reactivo de transfeccion FUGENE 6 (Roche Cat. N° 11988387001)
y reactivo Lipofectamina LTX Plus (Invitrogen Cat. N° 15338-100), respectivamente. Las células se transfectaron con
1 yg de cada vector de acuerdo con los siguientes protocolos. Para FUGENE 6, el reactivo (3 pl de FUGENE/ug de
ADN) se diluyé en 73 pl de medio sin suero (sin antibidticos), se mezclé suavemente y se incub6 a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Después de ello, se afiadié el ADN a cada Eugene diluido, se mezclé suavemente y se
incubd a temperatura ambiente durante al menos 15 minutos. El complejo ADN/FUGENE se afiadié gota a gota a las
células 293T sin retirar el medio de cultivo y las células se incubaron a 37 °C durante 24 horas.
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Para la transfeccion con lipofectamina, el reactivo (25 pl) se diluyé en 500 ul de medio sin suero y se incubé a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Se afiadié el ADN y se incubé la mezcla a temperatura ambiente durante
30 minutos. Después de la incubacion, se afiadieron gota a gota 500 ul de medio sin suero al reactivo de
transfeccién después de haber retirado el medio de cultivo de las células. Las células se incubaron posteriormente a
37 °C durante 24 horas. Después de 24 horas desde la transfeccion, se cambié el medio.

Dos dias después de la infeccion, se recogioé el sobrenadante de las células por centrifugacién a 1000 rpm durante 5
minutos. El virus recogido en el sobrenadante se usé para ensayos de formacion de focos. Ademas, las células
infectadas se lisaron y usaron para analisis de transferencia de Western.

Andlisis de transferencia de Western

Las células 293T y MDCK se lisaron y sometieron a analisis de transferencia de Western de acuerdo con protocolos
convencionales. Se usaron anticuerpos contra la proteina M y NP para detectar estas proteinas sobre la membrana.
Se usaron anticuerpos contra S6 como control de carga. Los carriles marcados como 'WSN' se cargaron con
proteinas del virus rescatado. Los carriles marcados 'M' y 'NP' contienen proteinas M y NP recombinantes como
control. Como estas proteinas recombinantes se expresaron a partir de un gen diferente, migran ligeramente mas
despacio en el gel.

Los resultados del analisis se muestran en la Figura 8 donde es evidente que la construccion de expresion bajo el
control del promotor humano de pol | permite el rescate viral en células 293T asi como en células MDCK.

Ensayos de formacién de focos

Se sembraron células MDCK sin infectar a una densidad de 6,25x10* células/pocillo en placas de 48 pocillos en 500
ul de DMEM con FCS al 10 %. El siguiente dia, las células se infectaron con virus en un volumen de 100-150 ul
durante 2 horas a 37 °C. Las células se infectaron de este modo con diversas diluciones del virus. Dos horas
después de la infeccidn, se aspird el medio y se afadieron 500 pl de DMEM con FCS al 10 % a cada pocillo. Las
células se incubaron a 37 °C hasta el siguiente dia.

Después de 24 horas tras la infeccion, se aspiré el medio y se lavaron las células una vez con PBS. Se afadieron
500 pl de acetona al 80 % enfriada en hielo en PBS a cada pocillo seguido de incubacién a 4 °C durante 30 minutos.
La mezcla de acetona se aspiré y se lavaron las células una vez con PBST (PBS + Tween al 0,1 %). Se afadieron
500 pl de BSA al 2 % en PBS a cada pocillo seguido de incubaciéon a temperatura ambiente (TA) durante 30
minutos. Se afadieron 500 pl de una diluciéon 1:6000 de anti-NP en tampdn de bloqueo seguido de incubacién a TA
durante 2 horas. Se aspird la solucién de anticuerpo y las células se lavaron dos veces con PBST. Se afiadié
anticuerpo secundario (de cabra anti raton) a una dilucion 1:2000 en 500 pl de tampén de bloqueo y la placa se
incub6 a TA durante 2 horas. Se aspiré la solucidn de anticuerpo y las células se lavaron tres veces con PBST. Se
afnadieron 500 pl de azul verdadero KPL a cada pocillo y se incubaron durante 10 minutos. La reaccién se detuvo
por aspiracion del azul verdadero y lavando una vez con dH»O. Se aspir6 el agua y se dejo que secaran las células.

Los resultados del ensayo se muestran en la Figura 9 que demuestra claramente que se obtuvo virus infeccioso de
células 293T asi como células MDCK.

También se ensay6 el rescate de virus de la cepa de influenza A/Puerto Rico/8/34 usando un sistema de genética
inversa de pol | humana en células MDCK ATCC, MDCK 33016-PF y 293T como se describe en la referencia 70.
Los experimentos se realizaron en los virus que se habian rescatado en presencia y ausencia del plasmido auxiliar
TMPRSS2 que codifica una serin proteasa. Ademas, el rescate viral se realiz6 con y sin la adicion de células de
alimentacién 24 horas después del rescate viral. Los resultados se muestran en la Figura 12 y demuestra que podia
conseguirse un rescate viral eficaz en células MDCK en diversas condiciones usando el promotor humano de pol I.

Para comparar si la eficacia del rescate viral en MDCK 33016-PF usando un promotor humano de pol | es
comparable con el rescate usando un promotor canino de pol |, las células se transfectaron con un sistema RG de
pol | humana o un sistema RG de pol | canina como se describe en la referencia 70. Los experimentos se realizaron
en presencia y ausencia del plasmido auxiliar TMPRSS. Los resultados (Figura 13) demuestran que la cepa
A/Puerto Rico/8/34 se rescatd con eficacia comparable al sistema de pol | canina cuando se usé el sistema de pol |
humana.

Se entendera que la invencion se ha descrito a modo de ejemplo solamente y que pueden hacerse modificaciones
mientras permanezcan dentro del alcance de la invencion.
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<160>9
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<210>1

<211> 499

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

ttrccgagtc
gcggtcceceg
ggagtcggag
tcggteccte
tctggagaca
ccggegetge
ggctgcgatg
gcgtggtcgg
cattttgggc

gtccegeccec
gccygcgatec
gcggeccgag
999ccggccy
ggcacgggcg
tgaccagagy
tgtccgtgtc
gggggaggta

gccggggacc
cggtccctct
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gtcgtaggag
ccctgegtgt
gtcctgoggt
tggggacagg
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ccegtgggga
ggccgggeeg
agcgctecect
gtgtgtcccy
cgggceggec
tcecgegtor
gtggcgtitt
tgacgcgace
cgcecgggt

<210>2

<211>219

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

ccggegetge
ggctgcgatg
gcgtggtcgg
cattttgggc

tccegegigt
gtggcgtttt
tgacgcgacc
cgcccgggt

gccgggaggg cgtecccgge
gccccgggeg ctcegtgtgt
gcgcgtcgec tgggccgycy
tatctttcgc tccgagtcgg

<210> 3

<211> 1814

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature

21

cgtccececgg
titctggcga
aggtcgegee
aaaatgcttc
gccgggagygy
gccccgggcy
gcgegtcgec
tatctitcge

gtcctggggt

tggggacagg
tcccggecce

gtgccgggga
gtccccgtge
tggccggect
cggctccege
cgtcceccgge
cteegrgtgt
£gggccgacy
tccgagtcgg

tgaccagagyg
tgtccgtgte
gggggaggta
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180
240
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360
420
480
499

60
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<222> 1647

<223>N=A,C, ToG

<400> 3

agcgtgagea
aagaaagaaa
agttcctetrt
gtcaggtccce
caccgtecte
tccttegtet

aaaggaagga
tteggetcta
cgcggegage
ggacgggttt
gtgtgctccc
cggectcgee
cggcegettt
tttggtgtcg
ggctgtcgec
gagggagtyt
ccgtgcggge
cggaccgacce
ggctcecgggc
cctggcgacg
ggctgcggac
gcccgetgeg
cgtecgticg
ggccctecac
ctgagggccg
ttcaaagtct
cgtggegtct
tggggcgacc
gtggggcagg
tggctggtce
ccaggtaggt

ggagaattct
gaaagagaaa
ccacgacctc
agacgcttaa
tccagegect
tataaatata

cacgagaaaa
cgttecctec
gcgacceccct
tccaaggctc
ggggccctee
gcccggatet
tatagagcgt
gtttcccgdg
ggggcctcgy
cgccgregee
cgcctgggty
tgggccocct
gatcttcggg
gggaccggtc
acgtgtgggg
gaggtgggtc
ggcgtccgge
ctcecectgac
cgggggacgg
cctcccggag
ccaccgaccg
agaaagccct
ttttgggtac
ccgecggcag
gctg
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ggagaaacag
atccttatgt
ttctcattca
agggtggaag
ttggttcaaa
taaataaaat

aacggtgcat
ctgacctcgg
ttccgggcgg
ccecegeeecy
gcegtececg
gtccecgetgt
gtccectecg
gccgagttec
cgcgegatge
gctgtcgecy
ggtcgaccag
<99999<ggg
ccttecttee
tgagcctgga
gtcccgggey
€cgggcegglc
cccggtggeg
ccgagccggg
cctccgeacg
atcactggcg
cgtatcgeec
gggggcnggg
agttggccgt.
gcgcggttat
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attgtgttat
tctttgagec
acccaataga
tgaaagtggt
cctccttegt
cctaaagaaa

ccgttgeeat
aaacgtgect
cagcgggcecc
99ag9gacggg
ggccgagagg
cgttcgegec
gaggctcggc
aggaggaggg
gctcgecgoa
ctgtcgectc
cacccgcegg
ggacagggtyg
gtgtcactceg
ggggaagcec
tcggacgcga
ggaccgggtg
attcccggtg
gttggggacyg
gtgcctgect
tggcagcgtg
ctcctcaccee
ggctccgtgg
gtcacggtcc
tttettgece

aagaaagaaa
tccecteece
caagtatttg
9cgggggaag
gacctccctce
aagaaaaaaa

cctaagagtc
gagtcgtccc
goacggacgg
ggttcgegeg
cgagatccga
ggttgrcggg
ggcgacaggc
cggctecgge
gattggacct
cgcctegetc
tggctcctcce
tgtccegecg
gttgtctecc
gtgggtygcy
ttttctccec
ccacgcgggg
aggctgcctc
gcggtaggca
ccggagaact
gcggegtygge
CCCCCCCCCC
gotgggaagty
cgggaggtcg
gaaatgaaca

gaaagaaaga
cccagaattyg
g999999999

9g99g9999g9ca
ccrecctecc

daadaaaaaa

ctcgectggr
gggagccccg
acggacggac
gtgcgeggec
ggcgcectga
tgccacctgg
aaggaacagc
gcgagcegtcec
ccggagetge
ccggaggagg
tccgeccgeg
tccgtectgt
gtggtcacgc
cgacagaccc
ttgttccgag
gtagycggycC
tgccgegegt
€ggggcggtc
ttgatgattt
ggcgtggegg
ccgggttace
ggggggcgcc
cggtgacctg
ttrtitgttg

<210> 4
<211> 474
<212> ADN

<213> Canis spec.

<220>

<221> misc_feature

<222> 307
<223>N=A,T,C

<400> 4

cccggtggeg
ccgagecgag
ccteccgeacg
atcactggcg
cgtatecgeec
99g9g9gcnggg
agttggccgt
gcgeggttat

<210>5

<211> 288

<212> ADN
<213> Canis spec

<220>

oG

attcccggtg
gttggggacy
gtgcctgcct
tggcggcgty
ctccrtcacce
ggctecgtgy
gtcacggtcc
tttcttgece

aggctgectc
gcggtaggca
ccggagaact
gcggcgtage
cceeececee
99tgggggtg
€gggaggtcg
gaaatgaaca

tgcegegegt
€ggggcggtc
ttgatgattt
ggcgtygcay
ccgggttace
999gggcgcc
cggtgaccty
ttttttgttg

22

ggccctecac
ctgagggccyg
ttcaaagtct
cgtggcgtct
tggggcgacc
gtggggcagg
tggctggtcc
ccaggtaggt

ctccectgge
€g999gacgg
cctcccgogag
ccaccgaccg
agaaagccct
ttttggatac
ccgecggeag
gctg

60

120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1814
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180
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<221> misc_feature,
<222>121
<223>N=A,C, ToG

<400> 5

ggcgtggcgg cgtggcggceg tggeggcgtg 9cggcgtyge
gCCCCTCcte accccceeee ccceccgggt tacctggggce
ngggggctcc 9tggggtgyg ggtggggagg cgccgtgggg
ccgtgtcacg gtcccgggag gtcgecggtga cctgtggetg
ttattttctt gcccgaaatg aacatttttt gttgccaggt

<210>6

<211> 566

<212> PRT

<213> Virus de la influenza A

<400> 6

23

gtctccaccg accgegtatc
gaccagaaag ccctgggggc
caggttttgg gtacagttgg
gtccecgecg geaggcycgg
aggtgctg

60

120
180
240
288



Met

Ala
val
Leu
Ala
65

Asn
val
Ile
Glu
ser
145
Phe
LYS
Leu
TYr
Lys
225
Glu
Ile
Ala
val
Thy
305
Pro

Asn

Phe

LysS
Asp
Asp
Leu
50

Pro
Pro
Glu
Asp
Ar

13

Asn
Tyr
Leu
Trp
Gin
210
Lys
Gly
Thre
Met
His
290
sSer
LYS

Ile

Ile

Ala
Thr
Thr
35

Glu
Leu
Glu
The
Tyr
115
Phe
Lys
LyS
ser
Gly
195
ASNn
Phe
Arg
Phe
Glu
275
Asp
Leu
Tyr

Pro

Glu

Ile
Leu
20

val
Asp
His
Cys
Pro
100
Glu
Glu
Gly
Asn
Lys
180
Ile
Ala
Lys
Met
Glu
260
Arg
Cys
Pro
val
Ser

340
Gly

Leu
5
Cys
Leu
LYS
Leu
Glu
85
ser
Glu
Ile
val
Leu
165
ser
His
ASp
Pro
Asn
2458
Ala
Asn
Asn
Phe
Lys
325

Ile

Gly
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val
Ile
Glu
His
Gly
70

ser
ser
Leuw
Phe
Thr
150
Ile
Tyr
His
Thr
Glu
230
Tyr
Thr
Ala
Thr
GIn
310
Ser

GIn

Trp

val
Gly
Lys
Asn
55

Lys
Leu
Asp
Arg
Pro
135
Ala
Trp
Ile
Pro
Tyr
215
Ile
Tyr
Gly
Gly
Thr
295
ASH
Thr

Ser

Thr

Leu
TYP
Asn
40

Gly
Cys
ser
Asn
Glu
120
Lys
Ala
Leu
Asn
ser
200
val
Ala
Trp
Asn
ser
280
Cys
Ile
Lys

Arg

Gly

Leu
His
25

val
Lys
AsSn
Thr
Gly
105
GIn
Thr
Cys
val
ASp
185
Thr
Phe
Ile
Thr
Leu
265
Gly
Gln
His
Leu
Gly

345

Met

24

TYr
10

Ala
Thr
Leu
Ile
Ala
90

Leu
ser
Pro
LyS
170
LysS
ser
val
Arg
Leu
250
val
Ile
Thr
Pro
Ar

33

Leu

val

Thr
ASn
val
cys
Ala
75

ser
Cys
Ser
Ser
His
155
Lys
Gly
Ala
Gly
Pro
235
val
val
Ile
Pro
Ile
315
Leu

Phe

Asp

Phe
Asn
Thr
Lys
60

Gly
ser
Tyr
ser
Trp
140
Ala
Gly
LyS
Asp
ser
220
Lys
Glu
Pro
Ile
Lys
300
Thr
Ala

Gly

Gly

Ala
ser
His
45

Leu
Trp
Trp
Pro
val
125
Pro
Gly
Asn
Glu
GIn
205
ser
val
Pro

Arg

ser

285

Gly
Ile
Thr
Ala

Trp

Thr
Thr
30

Ser
Arg
Ile
ser
Gly
110
ser
ASn
Ala
ser
val
190
Gin
Arg
Arg
Gly
Tyr
270
ASD
Ala
Gly
Gly
Ile

350
Tyr

Ala
15

ASp
val
Gly
Leu
Tyr
95

Asp
ser
His
Lys
Tyr
175
Leu
sSer
Tyr
ASp
AsSp
255
Ala
Thr
Ile
Lys
Leu
335

Ala

Gly

Asn
Thr
Asn
val
Gly
80

Ile
che
Phe
Asp
ser
160
Pra
val
Leu
ser
GlIn
240
LysS
Phe
Pro
Asn
Cys
320
Arg

Gly

Tyr



<210>7
<211> 566

His
Thr
385
Glu
Leu
Leuw
Glu
%
Cys
Lys
Asn
Gln
val

545
GIn

<212> PRT
<213> Virus de la influenza A

<400> 7

His
370
Gln
LyS
Glu
ASp
Ar

45

val
Phe
Asn

Arg

Ile
530

ser

Cys

355
Gln

ASn
Met
LYS
Ile
435
Thr
Arg
G6lu
Gly
Glu
515
Leu

Leu

Arg

Asn

Ala

Asn

‘Arg

420
Trp

Leu
Ser
Phe
Thr
500
Glu
Ala

Gly

Ile

Glu
Ile
Thr
405
Ile
Thr
Asp
Gln
TYyr
485
Tyr
Ile
Ile

Ala

Cys
565
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GlIn
ASp
390
GIn
Glu
Tyr
Tyr
Leu
470
His
Asp
ASp
Tyr
Ile

550
Ile

Gly
375
Glu
Phe
Asn
Asn
His
455
LysS
LyS
Tyr
Gly
Ser

535

Ser

360

Ser
Ile
Thr
Leu
Ala
440
Asp
Asn
Cys
Pro
val
520

Thr

Phe

25

Gly
Thr
Ala
Asn
425
Glu
ser
ASn
Asp
Lys
5095
LysS

val

Trp

TYr
Asn
val
410
Lys
Leu
ASn
Ala
Asn
490
Tyr
Leu

Ala

Met

Ala
Lys
395
Gly
Lys
Leu
val
Lys
475
Thr
Ser

Glu

Ser

Ala
380
val
LyS
val
val
LYyS
460
Glu
Cys
Glu
ser
ser

540

Ser

365
AsSp

Asn
Glu
Asp
Leu
445
Asn
Ile
Met
Glu
Thr
525

Leu

AsSn

Leu
ser
Phe
ASp
430
Leu
Leu
Gly
Glu
Ala
510
Arg

val

Gly

LyS
val
AsSn
415
Gly
Glu
Tyr
Asn
sSer
495
Lys
Ile

Leu

Ser

ser
Ile
400
His
Phe
Asn
Glu
Gly
480

val

Leu

val

Leu
560



Met
Ala
val
Leu
65

Asn

Ala

Lys
ASp
Asp
Ley
50

Pro

Pro

Glu

Ala
Thr
Thr
35

Glu
Leu

Glu

Thr

Lys
Ile
20

val
ASp
Gin

Cys

Pro
100

Leu

Cys

Leu

Asn

Leu

Glu

85

AsSn

Leu
Ile
Glu
His
Gly
70

ser

Ser
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val
Gly
Lys
Asn
55

Lys

Leu

Glu

Leu
Tyr
ASn
40

Gly
Cys

pPhe

Asn

Leu
His
25

val
LYS
ser

Ser

Gly

26

Cys
10

Ala
Thr
Leu
Ile
Lys
90

Thr

Ala
Asn
val
Cys
Ala
75

Lys

Cys

Leu
AsSn
Thr
Lys
60

Gly

ser

TYr

ser
ser
His
45

Leu
Trp

Trp

Pro

Ala
Thr
30

ser
LyS
Ile

Ser

Gly
110

Thy
15

Asp
val
Gly
Leuw
Tyr
a5

Tyr

Asp
Thr
Asn
Ile
Gly
80

Ile

Phe



Ala
Glu
val
145
Phe
Asn
Leu
Tyr
Arg
225
Glu
Ile
Ala
Met
Ser
305
Pro
ASN
Phe
His
Thr
385
Glu
Leu
Leu

Glu

LyS

Asp
Ar

13

The
Tyr
Leu
Trp
Arg
210
Arg
Gly
Ile
Leu
ASp
290
Ser
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REIVINDICACIONES

1.- Un procedimiento para producir un virus recombinante, que comprende la etapa de cultivar una célula huésped
canina que comprende al menos una construccién de expresion que codifica una molécula de ARN viral, en el que la
expresion de la molécula de ARN viral a partir de la construccién esta controlada por un promotor de primate de pol |
en condiciones en las que se expresa la molécula de ARN viral para producir virus.

2.- Un procedimiento para preparar un virus, que comprende las etapas de: (i) producir un virus recombinante por el
procedimiento de la reivindicacion 1; (ii) infectar un huésped de cultivo con el virus obtenido en la etapa (i); (iii)
cultivar el huésped de la etapa (ii) para producir virus adicionales; y (iv) purificar el virus obtenido en la etapa (iii).

3.- Un procedimiento para preparar una vacuna, que comprende las etapas de (a) preparar virus por el
procedimiento de la reivindicacion 2 y (b) preparar vacuna a partir del virus.

4.- El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente en el que el promotor de pol | es un promotor humano de
pol 1.

5.- El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente en el que la célula es una célula MDCK.

6.- El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que la célula MDCK es la linea celular MDCK 33016 (DSM
ACC2219).

7.- El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, en el que la célula incluye al menos una construccion de
expresion bidireccional.

8.- El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, en el que la construccion de expresion es un vector de
expresion o una construccion de expresion lineal.

9.- El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en el que el promotor humano de pol |
comprende la secuencia de la SEC ID N° 1 o la SEC ID N° 2.

10.- El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, en el que el virus es un virus segmentado.

11.- El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, en el que el virus es un virus no segmentado.

12.- El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, en el que el virus es un virus ARN de cadena negativa.
13.- El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que el virus es virus de la influenza.

14.- Una célula huésped canina que produce un virus, que comprende al menos una construccion de expresion que
codifica una molécula de ARN viral, en la que la expresion de la molécula de ARN viral a partir de la construccién
esta controlada por un promotor de primate de pol I.

15.- Una célula canina que produce un virus, que tiene al menos un promotor endégeno de pol | que controla la
expresion del ARNr enddgeno y al menos un promotor no endégeno de primate de pol | que controla la expresion de
un ARN viral o el complemento del mismo.
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