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DESCRIPCION
Obtencidn de un virus de la gripe
La invencion se refiere al campo de la produccion de vacunas contra el virus de la gripe.

Los virus de la gripe (Orthomyxoviridae) son virus de RNA de cadena negativa con envolvente con un genoma
segmentado (Taubenberger and Layne, Molecular Diagnosis Vol. 6 No. 4 2001). Se dividen en dos géneros: uno que
incluye los virus de la gripe Ay B y el otro que consiste en el virus de la gripe C, basados en diferencias antigénicas
significativas entre sus nucleoproteinas y proteinas de la matriz. Los tres tipos de virus difieren también en
patogenicidad y organizaciéon genémica. El tipo A se encuentra en una amplia gama de animales de sangre caliente,
pero los tipos B y C son predominantemente patégenos humanos. Los virus de la gripe A se subdividen ademas por
caracterizacion antigénica de las glicoproteinas de superficie hemaglutinina (HA) y NA que sobresalen de la
superficie del virion. Hay usualmente 15 subtipos de HA y nueve de NA. Los virus de la gripe A infectan una amplia
variedad de animales, incluyendo aves, cerdos, caballos, seres humanos y otros mamiferos. Las aves acuaticas
sirven como reservorio natural para todos los subtipos conocidos de virus de la gripe A y probablemente son la
fuente de material genético para las cepas de la gripe pandémica humana.

A diferencia de los paramixovirus relacionados, los virus de la gripe tienen un genoma de RNA segmentado. Los
virus de la gripe A y B tienen una estructura similar, mientras que la del virus de la gripe C es mas divergente. Asi
como los virus de los tipos A y B contiene cada uno ocho segmentos génicos diferenciados que codifican cada uno
al menos una proteina, el del tipo C contiene siete segmentos diferenciados, combinando los segmentos 4 y 6 de los
tipos A y B. Los virus de la gripe A y B estan recubiertos con tres proteinas que sobresalen: HA, NA y de la matriz 2
(M2). Los virus de la gripe C tienen solamente una glicoproteina de superficie. Cada segmento de RNA del virus de
la gripe esta encapsidado por nucleoproteinas (NP) formando complejos ribonucleétido-nucleoproteina (RNP). Las
tres proteinas polimerasas estan asociadas a un extremo del complejo RNP. Los RNP estan rodeados por una
membrana con la proteina de la matriz (matriz 1) como parte integral. La porcion de fosfolipido de la envolvente
procede de la membrana de la célula hospedante. También dentro de la particula viral se encuentra la proteina no
estructural 2 (NS2).

Las directrices de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para la nomenclatura de los virus de la gripe son las
siguientes. Primero, se designa el tipo de virus (A, B o C), luego el hospedante (si no es humano), el lugar de
aislamiento, el numero de aislamiento y el afio de aislamiento (separados por barras inclinadas). Para la gripe A, los
subtipos HA y NA se anotan entre paréntesis. Por ejemplo, las cepas incluidas en la reciente vacuna trivalente para
la temporada 2000 a 2001 son: A/Panama/2007/99 (H3N2), A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1) y B/Yamanashi
/16/98. Desde 1977, ha habido dos subtipos de gripe A circulando conjuntamente en los seres humanos: H1N1 y
H3N2.

Los virus de la gripe acumulan mutaciones puntuales durante su replicacion debido a que su complejo RNA-
polimerasa no tiene actividad de correccion. Las mutaciones que cambian aminoacidos en las porciones antigénicas
de las glicoproteinas de superficie pueden aportar ventajas selectivas para una cepa viral permitiéndole eludir la
inmunidad preexistente. La molécula de HA inicia la infeccidon uniéndose a los receptores en ciertas células
hospedantes. Los anticuerpos contra la proteina HA impiden la unién al receptor y son muy eficaces en prevenir la
reinfeccion con la misma cepa. La HA puede eludir la inmunidad previamente adquirida por su deriva antigénica, en
la cual las mutaciones del gen HA actualmente circulante evita la unién al anticuerpo, o deriva antigénica, en la cual
el virus adquiere HA de un nuevo subtipo. Las presiones de la deriva antigénica no son iguales a través de la
molécula de HA, ocurriendo cambios positivamente seleccionados predominantemente en la cabeza globular de la
proteina HA. Estos cambios se acumulan también en una mayor extension en HA que en NA. Los cambios en otras
proteinas de un virus de la gripe pueden ocurrir mas lentamente. Analogamente, la presion de la deriva antigénica es
mayor en las cepas de virus de la gripe adaptadas a los seres humanos, intermedia en las cepas adaptadas a
cerdos y equinos, y menor en las cepas adaptadas a las aves.

Debido a que los virus de la gripe tienen un genoma segmentado, la co-infecciéon con dos cepas diferentes en el
mismo hospedante puede conducir a la produccién de nuevas cepas del virus de la gripe reorganizadas que
contengan diferentes combinaciones de segmentos de los genes parentales. Se sabe de la existencia de quince
subtipos de HA en aves silvestres que proporcionan una fuente de diversas HA nuevas para los seres humanos. La
aparicion en la circulacion humana de una cepa del virus de la gripe con un nuevo subtipo por la deriva antigénica ha
sido la causa de las dos ultimas pandemias de gripe en 1957 y 1968 y muy probablemente fue la causa de la
pandemia de gripe de 1918. Para estar en concordancia con todo lo que se sabe de los virus pandémicos de la
gripe, una cepa pandémica debe tener una HA antigénicamente distinta de la que predomina usualmente; esta HA
no puede haber circulado en los seres humanos durante 60 a 70 afios; y el virus debe ser transmisible entre seres
humanos. Tanto en 1957 como en 1968, las pandemias resultaron de una deriva en la HA, y en ambos casos, las
HA de las cepas pandémicas estaban estrechamente relacionadas con las cepas aviares. Aunque uno de los
requisitos absolutos para una pandemia sea que la HA debe cambiar, se desconoce la extension en la cual puede o
debe cambiar el resto del virus. Solamente los virus pandémicos de 1957 y 1968 estan disponibles para el estudio
directo, mientras que el virus de la gripe pandémica de 1918 esta siendo caracterizado usando arqueologia
molecular. En 1957, tres genes fueron reemplazados por genes similares de aves: el HA, el NA, y una subunidad del
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complejo de polimerasa (PB1). En 1968, solamente fueron reemplazados el HA y PB1.

Un diagndéstico especifico de infeccidn por gripe se puede hacer por aislamiento del virus, ensayo de inhibicion de la
hemaglutinacién (HI), deteccidon de antigenos por inmunoensayos, ensayos serolégicos, demonstracion de actividad
de NA en secreciones, o ensayos basados en moléculas. Las muestras pueden ser recogidas en forma de esputos,
exudado nasofaringeo o lavado nasofaringeo obtenido por gargaras con una solucién salina tamponada. El patron
para la diagnosis de la gripe ha sido la caracterizacion inmunoldgica después del cultivo. El analisis serolégico
proporciona un método seguro pero retrospectivo para la infecciéon por gripe debido a que requiere la recogida de
sueros tanto de pacientes graves como convalecientes.

Los virus de la gripe pueden ser cultivados en huevos de gallina embrionados o en cierto nimero de sistemas de
cultivo de tejidos. La adicion de tripsina (para la activacion de la escision de HA) permite la propagacion de un virus
de la gripe en células de rifidn canino Madin-Darby (abreviadamente en lo sucesivo MDCK por la expresion inglesa
Madin-Darby Canine Kidney) y otras lineas. El método principal para la produccién de vacunas es todavia el cultivo
de virus de la gripe en huevos. El cultivo en lineas celulares se usa comunmente para el aislamiento primario de los
virus de la gripe humana (tanto de tipo A como B). Muchos virus de la gripe humana se pueden cultivar directamente
en la cavidad alantoidea de huevos embrionados. Algunos virus de la gripe A y B requieren el cultivo inicial en la
cavidad amniédtica y la subsiguiente adaptacion a la cavidad alantoidea. Después del aislamiento del cultivo, la
mayoria de los aislados de la gripe se identifican definitivamente usando inmunoensayos o inmunofluorescencia. Las
moléculas de HA de los virus de la gripe se unen a residuos de acido sialico en la superficie de las células
respiratorias para que el virus consiga la entrada.

Las cepas del virus de la gripe pueden ser caracterizadas antigénicamente aprovechando la capacidad de los virus
de la gripe de aglutinar eritrocitos in vitro. Los anticuerpos anti-HA pueden inhibir la aglutinacion. Por tanto, un
ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion (HI) es uno de los métodos estandares usado para caracterizar cepas del
virus de la gripe. Los ensayos de HI se usan para determinar si las cepas de muestra estan relacionadas
inmunolégicamente (es decir, presentan reaccion cruzada) con cepas de vacunas recientes. Sueros de tipificacion,
generalmente producidos en hurones, se afiaden a pocillos en una serie de diluciones 1/2, y los técnicos de
laboratorio punttuan los pocillos de ensayo buscando los eritrocitos en suspension frente a los aglutinados. En la
mayoria de los casos se usa un panel de sueros para comparar las cepas de muestra contra la vacuna con las
cepas de referencia, y durante cualquier temporada dada de gripe, la gran mayoria de las cepas de muestra se
compara satisfactoriamente por ensayos de HI. La OMS proporciona directrices y los centros colaboradores de la
OMS proporcionan asesoramiento para la identificacion de caracteristicas antigénicas de cepas virales individuales y
pueden proporcionar estas cepas a quienes deseen obtenerlas. Las cepas de muestra se clasifican de acuerdo con
la genealogia inmunoldgica, tales como los virus similares a A/Moscu/10/99 (H3N2), A/Nueva Caledonia/20/99
(H1N1), y B/Pekin/184/93. Para cepas de muestra que no se pueden caracterizar en ensayos de Hl, los técnicos de
laboratorio deben inocularlas en hurones para producir un antisuero especifico de la cepa. Cuando esta listo el
nuevo antisuero, se realizan de nuevo los ensayos de HI como se ha descrito. Si el nuevo suero muestra huecos
significativos en la reactividad cruzada (usualmente definida como una diferencia de cuatro veces entre la cepa de
muestra y la de vacuna), se incorpora en el panel de laboratorio de rutina y se usa para buscar nuevas cepas
epidémicas. Po tanto, los ensayos de HI son extremadamente importantes en los esfuerzos de vigilancia del virus de
la gripe para la seleccion de la cepa vacunal y son los métodos mas comunmente usados para determinar la deriva
antigénica.

Las cepas del virus de la gripe pueden ser caracterizadas genéticamente por comparacion de secuencias de los
segmentos génicos individuales, y de nuevo las directrices de la OMS y de los centros colaboradores de la OMS
proporcionan asesoramiento para la identificacion de la identidad individual de los segmentos de RNA que
comprenden el genoma del virus de la gripe; los segmentos de acidos nucleicos de los virus de la gripe A y B que
codifican la nucleoproteina (NP), la polimerasa basica 1 (PB1), la polimerasa basica 2 (PB2), la polimerasa acida
(PA), la hemaglutinina (HA), la neuraminidasa (NA), las proteinas de la matriz (M1 y M2) y las proteinas no
estructurales (NS1 y NS2), y los segmentos de acido nucleico del virus de la gripe C que codifican la nucleoproteina
(NP), la polimerasa béasica 1 (PB1), la polimerasa béasica 2 (PB2), la glicoproteina similar a la hemaglutinina-
neuraminidasa (HN), las proteinas de la matriz (M1 y M2) y las proteinas no estructurales (NS1y NS2).

La peticiones de cepas de referencia, por ejemplo, para analisis antigénico, para la comparaciéon de secuencias de
acidos nucleicos y para identificar virus vacunales pueden ser dirigidas al WHO Collaborating Centre for Reference
and Research on Influenza, 45 Poplar Road, Parkville, Victoria 3052, Australia (fax: +61 3 9389 1881, pagina web:
http//www.influenza centre.org); al WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Influenza, National
Institute of Infectious Diseases, Gakuen 4-7-1, Musashi-Murayama, Tokyo 208-0011, Japan (fax: +81 42 5610812 o
+81 42 5652498); al WHO Collaborating Center for Surveillance, Epidemiology and Control of Influenza, Centers for
Disease Control and Prevention, 1600 Clifton Road, Mail stop G16, Atlanta, GA 30333, United States of America (fax:
+1 404 639 23 34); o al WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Influenza, National Institute for
Medical Research, The Ridgeway, Mill Hill, London NW7 1AA, England (fax: +44 208 906 4477). La informacion
epidemioldgica actualizada esta disponible en la pagina web de la OMS http://www.who.int/influenza y el sistema de
informacién geografica, FluNet, en la pagina web http://www.who.int/flunet. Estan creciendo el interés del impacto
de la gripe y los beneficios sanitarios y econdmicos que su prevencion trae consigo, y la pasada década ha visto el
uso y beneficio de la vacunacién y el aumento considerable del nimero de farmacos anti-gripe. Como resultado de
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la mayor expectativa de vida en muchos paises, mucha mas gente esta en riesgo de sufrir complicaciones, la carga
de los sistemas sanitarios durante las epidemias de gripe, es mas ampliamente reconocida y los viajes
internacionales mas frecuentes han creado oportunidades para la propagacion del virus, al mismo tiempo que la
introducciéon de nuevos productos ha aumentado las opciones para la prevencion y tratamiento de la enfermedad.
Alrededor de 50 paises han establecido programas nacionales de inmunizacion contra la gripe financiado por los
gobiernos y en muchos otros la vacuna esta disponible. Las recomendaciones especificas para el uso de la vacuna
varian, pero generalmente implican inmunizacién anual de los individuos de edad avanzada y de los mayores de 6
meses que tienen mayor riesgo de padecer la enfermedad grave debido a una enfermedad crénica pre-existente. En
algunos paises, la vacuna se usa para reducir la propagacion de la gripe a los que tienen mayor riesgo médico. Los
estados miembros necesitan considerar el beneficio de las actividades de prevencion de la gripe en el contexto de
sus prioridades de salud publica global.

Las vacunas inactivadas se clasifican en diversos tipos, dependiendo de si contienen particulas de virus completos,
particulas de virus parcialmente fragmentados (vacunas fraccionadas) o antigenos de la envolvente purificados
(vacunas de subunidades). Algunas vacunas de subunidades han sido combinadas con un sistema adyuvante o de
administracion.

Algunos paises han autorizado vacunas con vivos atenuados contra la gripe para ciertos grupos diana. En la
Federacion Rusa se han usado dos diferentes formulaciones de una vacuna en adultos y en nifios sanos, y otra
vacuna de virus vivo ha sido ensayada extensivamente pero todavia no ha sido autorizada. Hasta que las vacunas
de virus vivos atenuados estén mas ampliamente disponibles, no seran generalmente recomendadas para la
prevencion de la gripe.

Se han desarrollado dos clases de agentes antivirales para la prevencion y tratamiento de la gripe. Los inhibidores
de M2, amantadina y rimantadina, estan limitados al tratamiento de los virus de la gripe A y también se ha descrito
que son eficaces en la prevencion de la infeccién. Aunque ambos productos causan algunos efectos secundarios, es
con la amantadina con la que son mas comunes algunos efectos secundarios neuroldgicos significativos. Los
inhibidores de neuraminidasa, tales como zanamivir y oseltamivir, han sido autorizados recientemente para el
tratamiento de los tipos de la gripe A y B en vafrios paises, y se han descrito que son eficaces para la profilaxis. Se
han detectado mutantes resistentes en pacientes que recibieron ambas clases de agentes antivirales. Aunque
corrientemente esto no se considera un problema de salud publica importante, la situacién puede cambiar si estos
farmacos se usan a una escala muy grande.

La OMS mantiene un programa internacional de vigilancia internacional global puesto en practica con la cooperacion
de 110 centros nacionales de gripe situados en 82 paises y 4 centros colaboradores de la OMS para referencia e
investigacion sobre la gripe situados en Atlanta (Estados Unidos), Londres (Reino Unido), Melbourne (Australia) y
Tokio (Japoén). Estos centros proporcionan un sistema de aviso temprano para cepas emergentes con potencial
epidémico. Este sistema es importante porque la eficacia de las vacunas contra la gripe se reduce si no contienen
las cepas actualmente circulantes. La OMS publica recomendaciones para la composiciéon de las vacunas, que se
pueden encontrar en el Weekly Epidemiological Record (véase por ejemplo el nimero 9, 2004, 79, pagina 88 o
http://www.who.int/wer) publicado por la Organizacion Mundial de la Salud, en febrero para vacunas usadas en el
hemisferio norte y en septiembre para vacunas usadas en el hemisferio sur. Puesto que la gripe tiene modelos
estacionales menos definidos en las regiones ecuatoriales, las consideraciones epidemioldgicas tendran influencia
en cual de estas recomendaciones (febrero o septiembre) sea la apropiada para vacunas de uso en paises
ecuatoriales.

Los centros colaboradores llevan a cabo analisis antigénicos y genéticos de aislados de gripe presentados por los
centros nacionales. Cuando se tienen pruebas de una variacidn antigénica, ésta es recopilada con datos
epidemioldgicos para determinar el significado epidemiolégico de las variantes. Los aislados representativos se
comparan con las cepas vacunales actuales usando paneles de sueros humanos recogidos antes y después de la
vacunacion, para determinar si podria esperarse que las vacunas actuales protejan contra estos virus. Después de
la publicacién de las recomendaciones anuales de vacunas de la OMS, se desarrollan cepas de alto crecimiento y se
proporcionan a los fabricantes como virus de referencia para ayudar a la generacion de virus de siembra para la
produccién de vacunas. Los ensayos de seguridad y potencia de las vacunas contra la gripe incluyen inactivacion de
virus, esterilidad microbiana, medida de los productos quimicos usados para romper el virus y confirmacién de la
concentracion de antigeno recomendada. Se recomienda que las vacunas cumplan con los requisitos de la OMS, sin
embargo las autoridades nacionales de control deben aprobar los virus vacunales especificos usados en cada pais.
Las autoridades sanitarias nacionales son responsables de las recomendaciones referentes al uso de la vacuna.
Ademas la OMS ha publicado recomendaciones sobre la prevencion de infecciones por virus de la gripe (Véase
WER No. 35, 2002, pp. 281-288.) Las vacunas contra la gripe se han producido en huevos de gallina embrionados
durante mas de 50 afios, pero recientemente se han realizado considerables esfuerzos para desarrollar sistemas de
cultivos celulares para la produccion de vacunas. La metodologia estandar convencional en huevos de gallina
embrionados es extremadamente engorrosa y tiene importantes desventajas: se requieren millones de huevos; en
EE.UU. se deben inocular y recolectar individualmente mas de 100 millones por temporada; se requiere una
purificacion exhaustiva con varias etapas de filtracion y centrifugacion para asegurar que la proteina del huevo
minimiza el riesgo de alergias; se requieren muchas etapas de produccion que son dificiles de automatizar y exigen
un gran trabajo, y ni que decir tiene tiempo y el proceso estd sometido a posible contaminacion.
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Por tanto ha habido una necesidad largo tiempo sentida en la industria de desarrollar tecnologias de produccion de
vacunas que demuestren ventajas sobre la tecnologia actual de produccién de vacunas, es decir, desarrollar
protocolos de fabricacion que utilicen cepas especiales de células capaces de mantener el crecimiento de un virus
de la gripe y que estén adaptadas al crecimiento en bio-reactores automatizados, en bio-vehiculos o en otros
sistemas de cultivos celulares para reemplazar la metodologia existente para la fabricacion de vacunas.

Frecuentemente se sugieren, para uso en la produccién de vacunas contra el virus de la gripe, lineas celulares
continuas bien caracterizadas, tales como células VERO u otras células de origen primate. Sin embargo,
actualmente las autoridades de registro de medicamentos evitan las vacunas producidas en células de primates que
estan destinadas a uso humano. Cada vez mas, dichas autoridades recomiendan que todos los productos derivados
de células de primates (tal como las VERO) estén exentos de células residuales intactas y expresan continuamente
su preocupacioén por el nivel de material residual, tal como el DNA de células de primate en los productos fabricados
en estas células. Aunque la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) actualmente acepta un limite de DNA residual
a partir de lineas celulares continuas de 10 ng por dosis de vacunas virales cuando se administran parenteralmente,
las autoridades de registro continian considerando el nivel de riesgo planteado por el material celular residual de
primate, tal como DNA caso por caso para vacunas virales.

Durante mucho tiempo la investigacion fundamental de los virus de la gripe A ha estado impedida por la falta de
disponibilidad de sistemas genéticos inversos eficientes. Aunque las técnicas genéticas inversas mas antiguas para
los virus de RNA de cadena negativa se desarrollaron de hecho para el virus de la gripe A, la obtencién de este virus
exclusivamente a partir de DNA recombinante se consiguié sélo recientemente. El virus recombinante de la gripe se
produjo por transfeccion de células eucariotas con un conjunto de ocho plasmidos a partir de los cuales cada uno de
los segmentos de RNA virales gendmicos (VRNA) fue transcrito por RNA-polimerasa | y un conjunto de cuatro
plasmidos adicionales que expresan la nucleoproteina (NP) y las proteinas polimerasas PB1, PB2 y PA. Las
eficiencias descritas de la produccion de virus usando estos sistemas de 12 plasmidos fueron relativamente bajas.

Por la co-expresion de cinco plasmidos adicionales que codifican la hemaglutinina (HA), la neuraminidasa (NA), las
proteinas de la matriz 1y 2 (M1 y M2) y la proteina no estructural 2 (NS2), podrian aumentarse los titulos de virus en
los liquidos sobrenadantes. Una modificacion elegante de estos sistemas de 12 y 17 plasmidos es la implementacion
de vectores bidireccionales para reducir a ocho el numero de plasmidos transfectados. Con este sistema, el VRNA
de cadena negativa y el mMRNA de cadena positiva pueden ser sintetizados a partir del mismo plasmido.

La capacidad de producir el virus de la gripe recombinante A facilita la investigacion futura del virus de la gripe, sin
embargo, no se ha encontrado todavia una solucién practica para usar el virus recombinante de la gripe A obtenido
por técnicas genéticas inversas para titulos suficientemente altos en la produccién de vacunas, debido al hecho de
que la mayoria, si no todos, los sistemas celulares usados en la produccion de vacunas no permiten o solamente
permiten muy poca replicacion de los virus recombinantes antes descritos, debido a la incompatibilidad entre las
polimerasas implicadas en los sistemas genéticos inversos y las especies celulares mas frecuentemente usadas.

El virus de la gripe A es un virus de RNA de cadena negativa. Esto significa que en un ciclo de replicacion, se
producen tres tipos de RNA: vRNA de sentido negativo, cRNA de sentido positivo y mRNA de sentido positivo. A
diferencia del RNA viral (vVRNA), el mRNA esta protegido en sus extremos y tiene un cola de poli(A). Los primeros
residuos de A de las colas de poli(A) de los mRNA se aparean con un tramo corto de residuos de U en el genoma
que se considera como la sefial de detencion de la transcripcion/poliadenilacién. Se cree que la polimerasa cuando
alcanza este tramo de residuos de U experimenta ciclos repetidos de retrodeslizamiento y de este modo crea la cola
de poli(A) completa del mRNA.

Sumario de la invencién

La invencién proporciona un sistema genético inverso para el virus de la gripe que puede aplicarse a tipos celulares
de diferentes especies. La polimerasa | es una enzima nucleolar que transcribe el RNA ribosémico y se expresa
abundantemente en las células en crecimiento. EI rRNA, como el VRNA, no tiene proteccién en sus extremos ni cola
de poli(A) y por tanto la polimerasa | puede ser usada para la produccion de vRNA a partir de cDNA. La transcripcién
del cDNA viral por la polimerasa | permite la generacion de los RNA similares a los de los virus con los extremos 5'y
3' correctos. Sin embargo, mientras que la maquinaria de transcripcidon de la polimerasa Il es frecuentemente
compatible con genes de diferentes especies, la transcripcion de la polimerasa | exhibe especificidad de especies
rigurosa, pero no absoluta. Esta especificidad de especies es conferida por la interaccion de los factores de
transcripcion con el promotor y, en un menor grado, por las interacciones proteina-proteina entre los factores. La
especificidad de especies de los sistemas genéticos inversos basados en la polimerasa | es un desventaja
importante para el desarrollo de vacunas, debido a que no han sido descritos todavia los promotores de la
polimerasa | para especies celulares distintas de la humana, tal como un promotor de la polimerasa |, aun cuando en
la industria se usan con frecuencia células caninas (es decir, células de rifion canino de Madin Darby (MDCK)) o
aviares (fibroblasto de embrién de pollo (CEF)) bien definidas para la produccion de la vacuna contra el virus de la

gripe.

La invencién proporciona un acido nucleico que comprende un segmento del gen del virus de la gripe y un promotor
de la polimerasa del bacteriéfago T7, en donde dicho acido nucleico ha sido provisto de al menos un residuo de
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guanina adicional proximo a dicho promotor, o un acido nucleico que comprende el complemento de un segmento
del gen del virus de la gripe y un promotor de la polimerasa del bacteriéfago T7, en donde dicho acido nucleico ha
sido provisto de al menos un residuo de guanina adicional préximo a dicho promotor.

Contrariamente al hallazgo de Neumann & Kawaoka (Virology, 287, 243-240, 2001) que indica que en contraste con
los virus no segmentados, una notable excepcion, en la que se pensd que no actuaba la polimerasa de T7, era el
virus de la gripe, cuya generacion implica la complejidad afiadida de las sintesis de ocho RNA virales, ademas de la
polimerasa y la nucleoproteina procedentes del cDNA clonado, la invenciéon proporciona una flexibilidad significativa
con respecto a los vectores plasmidicos para esta tecnologia genética inversa basada en polimerasa de
bacteriéfago, y los elementos que contienen. Por ejemplo, los inventores usamos la RNA-polimerasa del
bacteriéfago T7 para producir vVRNA o moléculas de RNA similares al cRNA, pero pueden usarse otras varias RNA-
polimerasas, tales como la RNA-polimerasa del bacteriéfago SP6. En una realizacion preferida, la invencion
proporciona un acido nucleico que comprende un segmento génico del virus de la gripe y un promotor de T7 o una
cadena complementaria de dicho acido nucleico que permite basar el sistema de la invencién en la expresion de los
segmentos génicos de un virus de la gripe bajo el control de un promotor de T7. En una realizacion, falta un
terminador de polimerasa. Se prefiere que dicho acido nucleico haya sido provisto de uno o dos residuos de guanina
adicionales préximos al promotor. Para fines de vacunas, se proporciona un acido nucleico de acuerdo con la
invencion que comprende un segmento génico que procede de un virus de la gripe recomendado por la OMS para
fines de vacuna. En una realizacién preferida, la invencion proporciona un acido nucleico particular que comprende
un segmento génico del virus de la gripe A y un promotor de T7 o una cadena complementaria de dicho acido
nucleico. Especialmente en un sistema bidireccional, se prefiere que un acido nucleico de acuerdo con la invencion
no comprenda un terminador de T7. Debido a que la polimerasa se expresa preferiblemente en un plasmido
transfectado junto con los plasmidos que expresan el virus, el sistema proporcionado en la presente invenciéon no
esta restringido a una determinada especie. Aunque los sistemas genéticos inversos basados en la polimerasa de
T7 se usan a veces para la obtencién de virus de cadena negativa no segmentados, nunca se ha utilizado
satisfactoriamente hasta ahora un sistema genético inverso para el virus de la gripe segmentado basado en la
tecnologia de polimerasa de bacteriéfagos. Algunas veces se busca superar un factor limitante en los sistemas
genéticos inversos que usan polimerasa de T7 para transcribir el cDNA introduciendo residuos de G en el sitio de
iniciacion de la transcripcidn para potenciar la transcripcion realizada por la polimerasa de T7. Este método se ha
usado en la obtencién de, por ejemplo, RV, VSV y SV, sin embargo, Zobel et al., (Virology, 1994 Jul; 202(1):477-9;
Nucleic Acid Res. 1993 Aug 11;21(16):3607-14) especifican que tanto el extremo 5' como el 3' de un segmento
génico del virus de la gripe A necesitan estar definidos precisamente para que la polimerasa viral funcione
apropiadamente; por tanto dichos autores no dejan aparentemente ningin margen para la adicién de nucleétidos
adicionales en los sitios de transcripcion y estan en contra la introduccion de residuos de G en el sitio de iniciacion
de la transcripcion. Sorprendentemente, sin embargo, en una realizacion preferida de la invencion, los inventores
proporcionaron un acido nucleico particular de acuerdo con la invenciéon que habia sido provisto de al menos un
residuo de guanina adicional préximo al promotor de T7, y es incluso preferido que se coloquen dos residuos de
guanina adicionales proximos al promotor de T7. Ademas, la invencién proporciona una célula de rifion canina Madin
Darby (MDCK) o fibroblasto de embrién de pollo (CEF) provista de polimerasa de T7. En particular, la invencion
proporciona una célula provista de al menos un &cido nucleico de acuerdo con la invencion. La invencion facilita el
uso de un sistema multi-plasmido, tal como un sistema de 17 plasmidos o de 12 plasmidos o de 8 plasmidos, vy,
debido a que la invencion proporciona una célula con un acido nucleico de acuerdo con la invenciéon provista
adicionalmente de polimerasa de T7, preferiblemente expresada en un plasmido transfectado junto con uno o mas
de los plasmidos capaces de expresar un segmento génico de virus de la gripe de acuerdo con la invencion, el
sistema no esta restringido a determinadas especies. También se facilita en la presente invencion el uso de una
célula de acuerdo con la invencién en donde dicha polimerasa de T7 comprende una sefal de localizaciéon nuclear.
En una realizacién preferida, una célula como la proporcionada en la invencién es una célula que no es de primate,
evitando con ello la introduccién de DNA de primate en el material celular o la vacuna procedente de un acido
nucleico o célula de acuerdo con la invencion. Preferiblemente se usa una célula de MDCK o una célula CEF. Es
una ventaja de la invencién que no se requieran virus auxiliares para el sistema genético inverso, comprendiendo
todas las particulas virales proporcionadas por la transfeccion el acido nucleico deseado y pudiendo usarse sin
métodos de clonacién complicados en un sistema de produccion de vacunas subsiguiente. La invencion proporciona
también por primera vez una particula viral replicable que comprende un acido nucleico de acuerdo con la invencién.
En la patente de EE.UU. N° 5.166.057, no ha sido proporcionada dicha particula viral capaz de replicacion y otros
intentos de utilizar el sistema T7 para el virus de la gripe segmentado han sido infructuosos hasta esta invencion.
Las composiciones de cultivo celular con titulos de virus de ~10* de la particula viral como es proporcionada en la
invencién, pueden ser obtenidas facilmente sin replicacion del virus en el cultivo de células transfectadas que
pueden ser aumentados hasta >10’ cuando se deja replicar al virus. Es particularmente util que la replicacién de una
particula de acuerdo con la invencion se consiga sin un virus auxiliar. Dicha composicion de cultivo celular que
comprende una célula o material procedente de una célula de acuerdo con la invenciéon o un virus o material
procedente de una particula viral de acuerdo con la invencién se puede usar ventajosamente para la produccion de
una composicion farmacéutica dirigida a generar proteccion inmunoldgica contra la infeccion de un sujeto por un
virus de la gripe. Ciertamente, dichas células, como las proporcionadas en la invencién, no han sido proporcionadas
en la patente de EE.UU. 5.166.057. Por tanto, la invencién también proporciona un método para producir una
particula del virus de la gripe replicable que comprende cultivar una célula con al menos un acido nucleico de
acuerdo con la invencién. Dicho al menos un acido nucleico usado en dicho método comprende siete u ocho
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segmentos génicos de un virus de la gripe y un promotor de polimerasa de bacteri6fago o una cadena
complementaria de dicho acido o acidos nucleicos. Se prefiere ademas que dicho segmento no comprenda un
terminador de polimerasa de bacteriéfago, por lo cual ventajosamente dicho segmento ha sido provisto de al menos
un residuo de guanina adicional proximo al promotor, o ha sido provisto con dos residuos de guanina adicionales
proximos al promotor. Preferiblemente, dichos segmentos proceden de un virus de la gripe recomendado por la OMS
para fines vacunales, por ejemplo un segmento de un gen de la gripe A. Finalmente, la invencion proporciona una
particula de virus de la gripe replicable, obtenible con el método descrito anteriormente. Con esto la invencion se
puede usar para generar proteccion inmunoldgica contra la infeccion de un sujeto por un virus de la gripe que
comprende administrar a un sujeto que lo necesite una composicion como la proporcionada por la invencién. Dichas
composiciones se formulan preferiblemente como una vacuna, es decir, mezclando las particulas virales o las
proteinas virales procedenes de dichas particulas (vacunas subunitarias) con un vehiculo farmacéutico apropiado,
tal como una solucién salina o adyuvante (por ejemplo, una sal de aluminio u otro excipiente usualmente empleado)
(véase por ejemplo http://www.odc.cov/nip/publications/pink/Appendices/A/Excipient.pdf)

Leyendas de las figuras de los dibujos

Fig. 1. Construcciones usadas para el sistema genético inverso basado en polimerasa de T7 (abreviadamente a
veces en lo sucesivo T7pol). Véase texto para detalles sobre las estrategias de clonacion.

Fig. 2. Analisis por clasificacion de células activadas por fluorescencia (abreviadamente en lo sucesivo FACS por la
expresion inglesa Fluorescence Activated Cell Sorting) de células 293T transfectadas con construcciones que
codifican minigenomas de la GFP (0,6 ug), polimerasa de T7 (0,6 ug) y genes de polimerasa del virus de la gripe A
(cada uno 1 pg). Panel izquierdo: % de células positivas a la GFP 30 horas después de la transfeccion. Panel
derecho: nivel de expresién de la GFP (fluorescencia media) en la fracciéon positiva a la GFP. En el eje X se
muestran las construcciones de los minigenomas de la GFP transfectados en la orientacién con sentido (S) o
antisentido (AS), con indicacion del numero de nucledtidos G. Las barras rellenas indican las co-transfecciones con
los 4 componentes del complejo de polimerasa del virus de la gripe A (PB2, PB1, PA y NP), las barras vacias indican
las transfecciones de control en las cuales se omitid la construccion pHMG-NP.

Fig. 3. Analisis por FACS de células 293T transfectadas con 0,6 ug de minigenomas antisentido de la GFP con 2
residuos de G adicionales, 4 ug de construcciones de polimerasa del virus de la gripe A y 0,6 ug de o bien
polimerasa de T7 de tipo natural (C) o bien una polimerasa de T7 que contiene una sefal de localizacién nuclear (N),
o ambas construcciones en una relacion 1:1 (C/N). Panel izquierdo: % de células positivas a la GFP 30 horas
después de la transfeccion. Panel derecho: nivel de expresion de la GFP (fluorescencia media) en la fraccion
positiva a la GFP.

Fig. 4. Analisis por FACS de células 293T o BSR-T7 transfectadas con 0,6 pg de la construccion que codifica el
minigenoma antisentido de la GFP con 2 residuos de G adicionales y 4 ug de las construcciones de la polimerasa
del virus de la gripe A. Se muestra el nivel de expresion de la GFP (fluorescencia media) en la fraccion de células
positivas a la GFP. Las células fueron transfectadas con y sin un plasmido que expresa la polimerasa de T7 que
contiene una sefal de localizaciéon nuclear (293T vs. 293T N o BSR-T7 vs. BSR-17 N). Las barras rellenas indican
las co-transfecciones con los 4 componentes del complejo de polimerasa del virus de la gripe A (PB2, PB1, PA 'y
NP), y las barras vacias indican las transfecciones de control en las cuales se omitié la construccion pHMG-NP.

Fig. 5. Andlisis por FACS de células 293T transfectadas con 0,6 pug de construcciones que codifican el minigenoma
antisentido de la GFP con 2 residuos de G adicionales (AS-2G) o el minigenoma con sentido de la GFP (S-0G) y 0,6
Mg de un plasmido que expresa la polimerasa de T7 con una sefial de localizacion nuclear y 4 ug de plasmidos que
expresan los genes de la polimerasa del virus de la gripe A. Panel izquierdo: % de células positivas a la GFP 30
horas después de la transfeccion. Panel derecho: nivel de expresion de la GFP (fluorescencia media) en la fraccion
positiva a la GFP. Las barras rellenas indican las co-transfecciones con los 4 componentes del complejo de
polimerasa del virus de la gripe A (PB2, PB1, PA y NP), y las barras vacias indican las transfecciones de control en
las cuales se omitié la construccion pHMG-NP.

Fig. 6 Analisis por FACS de células 293T y células de MDCK transfectadas con 0,6 pg de construcciones que
codifican el minigenoma antisentido de la GFP con 2 residuos de G adicionales (AS-2G), 0,6 ug de un pldsmido que
expresa la polimerasa de T7 con una sefal de localizacion nuclear y 4 ug de plasmidos que expresan los genes de
la polimerasa del virus de la gripe A. Panel izquierdo: % de células positivas a la GFP 30 horas después de la
transfeccion. Panel derecho: nivel de expresion de la GFP (fluorescencia media) en la fraccion positiva a la GFP. Las
barras rellenas indican las co-transfecciones con los 4 componentes del complejo de polimerasa del virus de la gripe
A (PB2, PB1, PA y NP), y las barras vacias indican las transfecciones de control en las cuales se omitio la
construccién pHMG-NP.

Descripcion detallada
Ejemplo 1

Generacion de virus recombinante de la gripe A usando un sistema genético inverso basado en RNA-
polimerasa de T7
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Introduccién

Durante mucho tiempo, la investigacion fundamental de los virus de la gripe A ha estado impedida por la falta de
disponibilidad de sistemas genéticos inversos eficientes. Aunque las técnicas genéticas inversas mas antiguas para
los virus de RNA de cadena negativa se desarrollaron de hecho para el virus de la gripe A (7, 18), soélo
recientemente se consiguio la obtencién de este virus exclusivamente a partir de DNA recombinante (9, 20).

El virus de la gripe A es un virus de RNA de cadena negativa. Durante el ciclo de replicacion viral, se producen tres
tipos de RNA: RNA viral genémico de sentido negativo (VRNA), RNA de sentido positivo complementario del RNA
gendmico (cCRNA) y RNA mensajero con sentido positivo (MRNA). Mientras que el vRNA y el cRNA contienen
esencialmente extremos no modificados, el mMRNA esta protegido en los extremos y tiene una cola de poli(A) (16).

La RNA-polimerasa | (Poll) es una enzima nucleolar que transcribe el RNA ribosémico (rRNA) y se expresa
abundantemente en células en crecimiento. Al igual que el VRNA, el rRNA no tiene proteccion en los extremos ni
cola de poli(A) (23). Hobom y sus colegas (19, 21, 29) produjeron exitosamente segmentos artificiales similares al
VRNA del virus de la gripe con extremos precisos 5' y 3' usando Poll. La transcripcion de cDNA clonado en el
contexto de una casete promotor-terminador de Poll permitié la generacion de moléculas similares al vRNA con
extremos 5' y 3' correctos (29). Estudios posteriores que implicaron un virus de la gripe auxiliar demostraron que
estas moléculas de vVRNA gendmico podian ser reconocidas y replicadas por el complejo de polimerasa del virus de
la gripe y empaquetadas en los virus de la gripe de la progenie. Este sistema permitié la generacion de virus de la
gripe que contenian mutaciones en uno de los segmentos génicos virales o en un segmento génico adicional,
permitiendo por tanto estudios de genes virales y sus productos. Como resultado del uso de virus auxiliares, se
requirid la seleccion de virus transfectantes que era bastante engorroso.

Neumann et al., disefiaron un sistema de Poll para la recuperacion de los virus de la gripe A a partir enteramente de
cDNA clonado (20). Los cDNA que codifican los VRNA de longitud completa del virus de la gripe A fueron clonados
entre el promotor de Poll humano y el terminador de Poll de raton. En principio, la transfeccion de estos ocho
plasmidos en células eucariotas debe dar como resultado la sintesis de los ocho VRNA de la gripe. Se co-
transfectaron células de rifidn embrionario humano (293T) con estos ocho plasmidos de expresion de VRNA y
plasmidos que expresan la nucleoproteina viral y las proteinas polimerasas PB2, PB1 y PA a partir de un promotor
de RNA-polimerasa Il (Polll). Los VRNA smtetlzados por la Poll celular fueron empaquetados en las RNP y se
recuperaron cantidades mayores de 1 x 10° unidades formadoras de placas de virus infeccioso por ml (ufp/ml) de
liguido sobrenadante. La co-transfeccién con plasmidos que expresan las protelnas estructurales virales restantes
condujo a un aumento sustancial en la produccion de virus, concretamente 3 x 10*a 5 x 10 ufp/ml (20). Fodor et al.,
describieron un sistema similar para la recuperacién del virus de la gripe A (9). Este sistema dependia de ocho
plasmidos que codifican los ocho cDNA del vRNA, flanqueados por un promotor Poll humano, pero que contenia una
secuencia de ribozima del virus de la hepatitis & (H&Vrib) en lugar de una secuencia de terminador de Poll. Estos
plasmidos se co-transfectaron en células Vero con cuatro plasmidos que expresaban las proteinas PB1, PB2, PA y
NP a partir de un promotor tardio principal de adenovirus de tipo 2. Usando cantidades iguales de cada uno de los
plasmidos de expresion, Fodor et al., describieron una tasa de obtencién de 1 a 2 particulas infecciosas virales a
partir de 10° células transfectadas (9) Los inventores hemos disefiado un sistema genético inverso similar para
producir el V|rus recombinante de la gripe A/PR/8/34. Hemos llegado a la conclusién de que pueden obtenerse titulos
de V|rus de ~10* sin replicacién de virus en el cultivo de las células transfectadas que pueden ser aumentados hasta
>10" cuando se deja que el virus se replique (4). Puesto que estos sistemas activados por Poll requerian la co-
transfeccion de 12-16 plasmidos, era necesario el uso de lineas celulares que pudieran ser transfectadas con altas
eficiencias para la produccion eficiente de virus recombinante.

Posteriormente, Hoffmann et al., desarrollaron un sistema bidireccional de transcripcién Poll-Polll para la generacion
de virus de la gripe A a partir solamente de ocho plasmidos (12). En este sistema bidireccional, se insertd el cDNA
del vRNA entre el promotor de Poll humano y las secuencias minimas del terminador de Poll de raton. Este casete
completo se insertd entre un promotor de Polll y un sitio de poliadenilacion. Esto permitié la transcripcion de vVRNA y
mRNA a partir de los promotores de Poll y Polll respectivamente, en una sola construccion. La co-transfeccion de

ocho plasmidos Poll-Polll, cada uno codificando uno de los segmentos génicos del virus de la gripe A, en células
293T co-cultivadas con células de rifidn canino Madin Darby (MDCK) dio como resultado la recuperacion del virus de
infeccioso la gripe A, con rendimientos de hasta 2 x 10’ ufp/ml de liquido sobrenadante (12). El uso de un molde
para la sintesis tanto de mRNA como de VRNA redujo el numero de plasmidos requerido para la generacion del
virus. Se describié que la eficiencia de la generacidon de virus en este sistema era similar a la del sistema
unidireccional de Poll (12-16 plasmidos).

Aunque los promotores de Polll son frecuentemente compatibles con la maquinaria de transcripcién de especies
diferentes, la transcripcion de los promotores de Poll exhibe especificidad de especies rigurosa, aunque no absoluta.
Esta especificidad de especies es conferida por la interaccion de los factores de transcripcién con el promotor y, en
menor extension, por las interacciones proteina-proteina entre estos factores (23).

La especificidad de especies de los sistemas genéticos inversos basados en Poll constituye una desventaja
importante. Los sistemas genéticos inversos descritos anteriormente empleaban un promotor de Poll humano, que
limita la produccion de virus recombinantes a células de origen primate, tal como células 293T o células Vero.
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Aunque los promotores de Poll han sido caracterizados para varias especies incluyendo seres humanos, ratén, rata
y cerdo (8, 14, 17), permanecen desconocidos para muchas otras. Las células caninas y aviares se usan
habitualmente para investigacion del virus de la gripe A y la produccién de vacunas, pero todavia no se han descrito
los promotores de Poll canino y aviar. Para mejorar la flexibilidad de la tecnologia genética inversa del virus de la
gripe, los inventores buscamos desarrollar un sistema genético inverso universal. Hemos elegido disefar un sistema
basado en la expresion de los segmentos génicos del virus de la gripe A bajo el control del promotor de la RNA-
polimerasa de T7 (abreviadamente en lo sucesivo pT7). Debido a que la RNA-polimerasa del bacteriéofago T7
(abreviadamente en los sucesivo T7pol) puede ser suministrada a células por transfeccidon o a través del uso de
lineas celulares establemente modificadas, este sistema no esta restringido a células de una especie particular.

Los sistemas genéticos inversos basados en T7pol se usan para la obtenciéon de virus de cadena negativa no
segmentados. Schnell et al., fueron los primeros en obtener un virus de cadena negativa no segmentado a partir de
solamente cDNA clonado (27). Se prepar6é un clon de cDNA que codificaba el RNA anti-genémico de longitud
completa del virus de la rabia (RV). Este cDNA estaba flanqueado por pT7 y una secuencia de H3Vrib proxima a una
secuencia terminadora de T7pol (tT7). Después de la transcripcidon por T7pol, se generd un extremo 3' preciso del
genoma por escisiéon autocatalitica de la secuencia de H&Vrib en el extremo 3'. Este plasmido se co-transfectd con
plasmidos de expresién que codificaban la proteina N viral y las proteinas polimerasas L y P bajo el control de pT7
en células que expresaban la T7pol. Este método condujo a la obtenciéon de RV recombinante, pero solamente a
partir de aproximadamente 1 de 2 x 10" células transfectadas (27). Desde entonces, se han descrito sistemas
similares para las familias Paramyxoviridae, Rhabdoviridae y Filoviridae de virus de cadena negativa
(abreviadamente NSV por la expresién inglesa Negative Strand Virus) (10).

Para la obtencion con éxito de los virus de cadena negativa no segmentados a partir de cDNA, se produce RNA
(cRNA) antigendmico muy frecuentemente de sentido positivo en lugar de vVRNA de sentido negativo. Se cree que la
presencia simultanea de VRNA de sentido negativo sin envolvente y mRNA de sentido positivo que codifica las
proteinas virales dara como resultado la hibridacion, impidiendo el ensamblaje del genoma en los complejos
ribonucleoproteicos (RNP) (27). Los virus de cadena negativa no tienen normalmente este problema puesto que
siempre mantienen su genoma en la forma de RNP, lo que impide la hibridacion. La recuperacion del virus Sendai
(15), el virus de la parainfluenza humana de tipo 3 (6) y el metaneumovirus humano (11) ha sido descrita con cDNA
que codifica RNA gendémico de sentido negativo; sin embargo, las eficiencias fueron significativamente menores que
los resultados con el RNA de sentido positivo. Este principio se ha aplicado también a la obtencion del virus
recombinante de la gripe. Hoffmann et al., (13) determinaron también la eficiencia de la produccion de virus
recombinante de la gripe a partir de RNA antigenémico de sentido positivo. En contraste con los virus de cadena
negativa no segmentados y segmentados que se replican solamente en el citoplasma, el virus de la gripe A no pudo
ser obtenido de ambos vectores gendmicos y antigenémicos con eficiencias similares.

Un factor limitante en los sistemas de obtencion del virus que usan pT7 es que los residuos en las posiciones +1 a
+3 pueden afectar a la transcripcion. Se observd que la transcripcion de un cDNA puede ser aumentada por la
introduccion de 2 o 3 residuos de G directamente en una posicién situada hacia el extremo 3' (aguas abajo) de pT7
(22). Esta observacion se ha aplicado a la obtencion de, por ejemplo, RV recombinante (27), virus de la estomatitis
vesicular (28), virus sincitial respiratorio (3) y metaneumovirus humano (11). Aparentemente, para estos virus, los
residuos de G adicionales en uno de los extremos gendémicos no afectaban a la replicacion del virus, pero tenian un
efecto positivo sobre la transcripcion activada por T7pol.

Los sistemas basados en T7pol se han usado extensivamente para estudios genéticos inversos del virus de la gripe
(18), pero la produccion basada en plasmidos de virus recombinante de la gripe no ha sido descrita hasta la fecha.
En la presente invencion los inventores describimos uno de dichos sistemas genéticos inversos basados en T7pol
para la produccién por primera vez de virus recombinante de la gripe.

Materiales y métodos
Células y virus

Se cultivaron células de rifion canino Madin-Darby (MDCK) en EMEM (BioWhittaker) suplementado con FCS al 10%,
100 Ul/ml de penicilina, 100 pug/ml de estreptomicina, glutamina 2 mM, 1,5 mg/ml de bicarbonato de sodio, Hepes 10
mM y aminoéacidos no esenciales. Se cultivaron células 293T en DMEM (BioWhittaker) suplementado con FCS al
10%, 100 Ul/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM y aminoacidos
no esenciales. Las células BSR-T7 son una linea celular de rifidén de crias de hamster que expresa establemente
RNA-polimerasa de T7 (2). Se cultivaron células BSR-T7 en DMEM suplementado con FCS al 10 %, 100 Ul/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM y 0,5 mg/ml de G418 (Life
Technologies, Breda, Holanda). El virus de la gripe A/PR/8/34 que esta adaptado para replicacién en huevos de
pollo embrionados y no puede replicarse éptimamente en cultivos de células de mamiferos se sometié a pases siete
veces, a una baja multiplicidad de infeccion, en células de MDCK cultivadas en medio Episerf (Gibco BRL)
suplementado con 10 Ul/ml de penicilina y 10 pg/ml de estreptomicina. Después del séptimo pase, se obtuvieron
habitualmente titulos de virus de 10°® dosis que infectan al 50% de las células cultivadas en tejidos por mililitro
(abreviadamente TCIDso/ml por la expresion Tissue Culture Infections Dose/ml).
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Transfeccion de células 293T

Se realizaron transfecciones transitorias mediadas por fosfato de calcio de células 293T esencialmente como se
describe en la referencia (24). Las células fueron cultivadas el dia antes de la transfeccién en placas de cultivo
gelatinizadas de 100 mm de diametro hasta obtener monocapas confluentes al 50 por ciento. Después de
transfeccion durante una noche el medio de transfeccién fue reemplazado por medio de nueva aportacién
suplementado con FCS al 2% para la produccion de virus o FCS al 10% para todas las otras transfecciones. Las
células se incubaron durante 30 a 72 horas, tras lo cual se recogieron los liquidos sobrenadantes y se analizaron las
células por fluorescencia, si era apropiado. El plasmido pEGFP-N1 (Clontech, BD Biosciences, Amsterdam,
Holanda) fue transfectado en paralelo en todos los experimentos y se midio el porcentaje de células fluorescentes en
un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson), confirmando que la eficiencia de la transfeccion variaba de 95
a 100 por ciento. Los liquidos sobrenadantes que contenian virus se clarificaron por centrifugacion durante 10
minutos a 300 x g. Los titulos de virus en el liquido sobrenadante se determinaron bien directamente o bien por
conservacion a 4°C durante menos de una semana, o a -80°C durante mas de una semana.

Transfeccion de células de MDCK

La transfeccién transitoria de células de MDCK se realizé esencialmente como se describié previamente (1). En
resumen, 240 yl de medio Optimem | (GibcoBRL) se anadieron a 10 pl de Lipofectamina 2000 y se incubd a
temperatura ambiente durante 5 minutos. A esta mezcla se afiadio la cantidad destinada de DNA, ajustada a un
volumen de 50 pl usando medio Optimem |. Esta mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Después de la incubacion, se afadieron 200 pl de medio de cultivo de células MDCK (véase antes) sin penicilina ni
estreptomicina y esta mezcla se afadié a 1 x 10° células de MDCK en suspension en una placa de 6 pocillos.
Después de una incubacion de 5 horas, las células se lavaron dos veces con PBS y se cultivaron en 2 ml de medio
de cultivo de células de MDCK sin penicilina ni estreptomicina. Este medio se reemplazé por medio de cultivo de
células de MDCK que contenia FCS al 2% después de incubacion durante la noche.

Transfeccion de células BSR-T7.

Para la transfeccion transitoria de células BSR-T7, se cultivaron 400.000 células en placas de cultivo de 6 pocillos un
dia antes de las transfeccion para obtener monocapas confluentes al 50-70%. Se anadi6 DMEM exento de suero
(240 pl) a 10 pl de Lipofectamina 2000 y se incubd durante 4 minutos a temperatura ambiente. A esta mezcla se
afnadié DNA ajustado a 50 pl con DMEM exento de suero y se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Antes de la transfeccion, el medio se reemplazé con 2 ml de DMEM exento de suero. Después de la incubacion, la
mezcla de transfecciéon se afiadid gota a gota a las células y se incubd durante 5 horas a 37°C. Después de la
transfeccion, las células se lavaron con PBS una vez y se afiadieron 2 ml de DMEM suplementado con FCS al 2%
para la produccion de virus o conl FCS al 10% para analisis por FACS.

Plasmidos

Se usaron los vectores de expresion eucariotas que codifican T7pol (pAR3126 y pAR3132). Mientras el plasmido
pAR3126 codifica una T7pol de tipo natural, el plasmido pAR3132 expresa una T7pol que contiene una sefal de
localizacién nuclear (abreviadamente NLS por la expresién inglesa Nuclear Localization Signal), que dirige
eficazmente la T7pol al nucleo celular (5). Los plasmidos de expresion eucariotas a partir de los cuales se expresan
las proteinas polimerasas del virus de la gripe A emplean un promotor de hidroxi-metil-glutaril-coenzima A-reductasa,
pHMG-PB1, pHMG-PB2, pHMG-PA y pHMG-NP (25).

La H&Vrib de pPoll-CAT-RT (25) se amplifico por PCR y se clond en los sitios Xbal-BamHI de pSP72. Una secuencia
de tT7, digerida con BamHI-EcoRV, se clond en los sitios BamHIHpal de pSP72-H&Vrib, dando como resultado
pSP72-HdVrib-tT7 (MS24). Un oligonucleétido que codifica el pT7 se ligdé en los sitios Ndel-Xbal de pSP72-HdVrib-
tT7 en el contexto apropiado para los sitios Bbsl introducidos, dando como resultado el vector pSP72-pT7-HdVrib-
tT7 (MS25, Fig. 1). Un marco de lectura abierto de la proteina fluorescente verde (GFP) flanqueado por las NCR del
segmento 5 del virus de la gripe A/PR/8/34 se clond en los sitios Bbsl de pSP72-pT7-HdVrib-tT7, usando pSP-Hu-
GFP-Mu (4) como molde. Este minigenoma de la GFP se cloné tanto en la orientacién con sentido como en la
orientacion antisentido, y contenia 0/2/3 residuos de G adicionales directamente en una posicion en la direccion del
extremo 3' (aguas abajo) de pT7 (Fig. 1).

Para clonar los segmentos génicos del virus de la gripe A/PR/8/34 en pSP72-pT7-HdVrib-tT7, se usaron las
construcciones bidireccionales del virus de la gripe A/PR/8/34 descritas por de Wit et al., (4) como molde para la
PCR (el cuarto nucleétido desde 3' estaba en correspondencia con las secuencias del virus de la gripe A/PR/8/34
descritas en la National Influenza Sequence Database). Se usaron cebadores que contenian un sitio de restriccion
Aarl para clonar los segmentos 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 y se uso el ligamiento de los extremos romos para el segmento 5;
los segmentos génicos fueron clonados en los sitios Bbsl en una orientacion antisentido que contenia 2 residuos de
G adicionales después del pT7.

Se produjo un vector bidireccional pSP72-pT7-H&Vrib-tT7-pCMV (MS65, Fig. 1) clonando un promotor del CMV
(pCMV) en una posicion en la direccion del extremo 3' (aguas abajo) de tT7 para permitir la produccién de mRNA a
partir de los correspondientes segmentos génicos. EI pCMV fue amplificado por PCR usando cebadores que
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contenian sitios de restriccion Asel. El pSP72-pT7-HdVrib-tT7 se digirié parcialmente con Asel y pCMV se ligd en
una posicién en la direccidon del extremo 3' (aguas abajo) desde el tT7 en la direcciéon apropiada para la produccion
de mRNA del segmento génico.

De nuevo se clonaron segmentos del virus de la gripe A/PR/8/34 para obtener cada una de las construcciones
bidireccionales del virus de la gripe A/PR/8/34 activadas por T7pol.

Los inventores también generamos un conjunto de vectores bidireccionales en los cuales estaba suprimido el tT7.
Esto se hizo digiriendo pSP72-pT7-HdVrib-tT7-pCMV con BamHI-BpeEl, tratando con la enzima de Klenow, y
religando para generar pSP72-pT7-HdVrib-pCMV (MS90, Fig. 1). De nuevo se clonaron los segmentos del virus de
la gripe A/PR/8/34 para obtener cada una de las construcciones bidireccionales del virus de la gripe A/PR/8/34
activadas por T7pol.

Todos los plasmidos fueron secuenciados usando un kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems) y un 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Produccién de virus recombinante con el sistema basado en T7pol.

Se transfectaron células 293T, como se ha descrito antes, con 5 ug de cada uno de los plasmidos unidireccionales
que contenia un segmento génico de PR/8/34, 5 pug de cada uno de los plasmidos de expresion HMG-PB2, HMG-
PB1, HMG-PA, HMG-NP y 15 pg de pAR3132. Alternativamente, los inventores transfectamos 5 ug de cada uno de
los plasmidos bidireccionales que contenian un segmento génico de PR/8/34 y 15 ug de pAR3132. Se recogieron los
liquidos sobrenadantes 72 horas después de la transfeccion y se us6 1 ml para infectar una monocapa confluente de
células de MDCK.

Infecciones vy titulaciones del virus

Antes de la inoculacion, las células de MDCK se lavaron dos veces con PBS y se us6 1 ml de liquido sobrenadante
del cultivo de células 293T para inocular una monocapa confluente de células de MDCK en una placa de 6 pocillos;
durante la infeccion se afiadieron 40 pg of tripsina (2,5%, Bio Whittaker). Las placas se conservaron a 37°C durante
1 hora y se lavaron dos veces con PBS, tras lo cual se afiadieron 2 ml de EMEM (BioWhittaker) suplementado con
BSA al 4%, 100 Ul/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, glutamina 2 mM, 1,5 mg/ml de bicarbonato de
sodio, Hepes 10 mM, aminoacidos no esenciales y 20 ug/ml de tripsina (medio de infeccion). 3 dias después de la
infeccidn, se recogieron los liquidos sobrenadantes de los cultivos y se analizé su actividad de HA como un indicador
de la infeccién de las células. Las titulaciones de los virus se realizaron como se ha descrito previamente (26). En
resumen, se prepararon series de diluciones 1:10 de los liquidos sobrenadantes de las células transfectadas en el
medio de infeccién. Antes de la inoculacién, las células se lavaron dos veces con PBS. 100 ul de los liquidos
sobrenadantes de cultivo diluidos se usaron para inocular una monocapa confluente de células de MDCK en placas
de 96 pocillos. Después de 1 hora a 37°C, las células se lavaron de nuevo con PBS y se afiadieron a cada pocillo
200 ul de medio de infeccién de nueva aportacion. 3 dias después de la infeccion, se analizé la actividad HA de los
liquidos sobrenadantes de los cultivos como un indicador de la infeccién de las células en los pocillos individuales.
Los titulos infecciosos se calcularon a partir de 10 duplicados de acuerdo con el método de Spearman-Karber (26).

Resultados
Ensayos de los minigenomas de la GFP con un sistema genético inverso unidireccional basado en T7pol

Se construyé un vector unidireccional que contenia pT7, HdVrib y tT7. Un marco de lectura abierto de la GFP
flanqueado por las regiones no codificadoras (NCR) del segmento 5 del virus de la gripe A/PR/8/34 se cloné en
pSP72-pT7-HdVrib-tT7 en la orientacién con sentido (S) y en la orientacion antisentido (AS) con 0, 2 o 3 residuos de
G adicionales (Fig. 1 y apéndices 2 y 3). Estas construcciones se denominaron S-0G, S-2G, S-3G, AS-0G, AS-2G y
AS-3G respectivamente. Los inventores analizamos cual de estas opciones dio como resultado la mejor prestacion.

Los inventores transfectamos células 293T con uno de los minigenomas de la GFP (S-0G, S-2G, S-3G, AS-0G, AS-
2G, AS-3G), un plasmido de expresion de T7pol (pPAR3132) y cuatro plasmidos que expresan las proteinas PB2,
PB1, PA 'y NP (pHMG-PB2, pHMG-PB1, pHMG-PA, pHMG-NP). Como controles, realizamos las mismas
transfecciones en las cuales se omitié6 la pHMG-NP, que debia dar como resultado la falta de replicacién del
minigenoma de la GFP. 30 horas después de la transfeccion, las células se analizaron para determinar la
fluorescencia en un aparato FACS Calibur. Los resultados se representan en la Fig. 2. En el panel izquierdo se
puede ver que se observé la proporcion mas alta de células GFP positivas por transfeccion del minigenoma de la
GFP en la orientacion antisentido, con dos residuos de G adicionales.

Las otras construcciones del minigenoma de la GFP también dieron una proporcion de células GFP positivas, pero
algo mas pequefia. Cuando se comparo la fluorescencia media de las células GFP positivas (Fig. 2, panel derecho),
de nuevo el minigenoma de la GFP en la orientacion antisentido con dos residuos de G adicionales presenté la
mejor prestacion. En este experimento, el minigenoma de la GFP en la orientacion con sentido con dos residuos de
G adicionales presento la peor prestacion y las otras construcciones fueron intermedias.
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Aunque los inventores observamos alguna variaciéon con respecto a la proporciéon de células que expresan la GFP y
niveles de expresion de la GFP entre los diferentes plasmidos del minigenoma de la GFP de un experimento a otro
(no se muestran los datos), en general se comporté mejor el minigenoma de la GFP en la orientaciéon antisentido con
dos residuos de G adicionales, y por tanto esta construccion fue seleccionada para los experimentos subsiguientes.

Expresion nuclear frente a citoplasmica de T7pol.

Un problema que los inventores teniamos potencialmente que resolver fue la expresion de T7pol. Para sistemas
genéticos inversos de paramixovirus se usa una T7pol expresada primariamente en el citoplasma celular que es
deseable puesto que la replicacion de los paramixovirus también tiene lugar en el citoplasma. Los virus de la gripe
se replican en el nucleo celular y por tanto no puede ser la mejor opcioén la expresion de T7pol en el citoplasma. Por
tanto, los inventores deseabamos comparar el nivel de expresion de la GFP cuando se usd bien un version
citoplasmica de T7pol (plasmido AR3126) o bien T7pol que contenia una sefial de localizaciéon nuclear (NLS,
plasmido pAR3132).

Los resultados de este experimento se muestran en la Fig. 3. Cuando se us6 un plasmido de expresion de T7pol de
tipo natural, la fluorescencia media de la GFP en las células positivas fue 521. El nivel de expresién de la GFP pudo
ser potenciado significativamente usando una T7pol que contenia una sefal de localizacion nuclear (fluorescencia
media 1106). Cuando se combinaron ambas construcciones de T7pol, con y sin sefial de localizacién nuclear
(relacién 1:1, manteniendo inalterada la cantidad total de plasmido transfectado), se observé un nivel intermedio de
expresion de la GFP (fluorescencia media 775). En numerosos experimentos independientes, que usan una amplia
variedad de plasmidos con minigenoma de la GFP estos resultados fueron reproducibles; se observé un aumento de
2 a 10 veces en la expresion de la GFP cuando se us6 una version nuclear de la T7pol (datos no mostrados). Por
tanto, en experimentos subsiguientes, los inventores hicimos uso de la T7pol que contenia una sefial de localizacién
nuclear.

Expresion transitoria frente a estable de T7pol

Para varios sistemas genéticos inversos de paramixovirus, la T7pol no es suministrada por transfeccién de
plasmidos sino a través del uso de una linea celular que permite la expresion estable de T7pol. Para este fin estan
disponibles células de rifidn de crias de hamster (BSR-T7). Los inventores analizamos si las células BSR-T7 podrian
ser usadas para la transcripcion del minigenoma de la GFP del virus de la gripe que pudiera subsiguientemente
replicarse por el complejo de polimerasa del virus de la gripe dando como resultado la expresion de la GFP (Fig. 4).

Como puede verse en la Figura 4, la elevada fluorescencia de la GFP en células 293T depende fuertemente de la
expresion de la T7pol. En células BSR-T7, se observaron niveles relativamente altos de expresién de la GFP por co-
transfeccion del minigenoma de la GFP con el complejo de polimerasa del virus de la gripe, en contraste con las
transfecciones en las cuales se omitio el plasmido pHMG-NP. Por la adicidn de un plasmido que expresa una version
nuclear de T7pol, se encontré que la expresion de la GFP era incluso mas elevada. Los niveles relativamente altos
de expresion de la GFP en células BSR-T7 sugieren que la expresion estable de la T7pol es mas eficiente que la
expresion transitoria por transfeccion. Sin embargo, el experimento en el cual la T7pol nuclear fue proporcionada por
transfeccion sugiere que para el sistema genético inverso del virus de la gripe, seria incluso mas eficiente una linea
celular estable que expresara una T7pol nuclear en lugar de T7pol de tipo natural.

Produccién de virus recombinante con un sistema genético inverso unidireccional basado en T7pol.

A continuacion, los segmentos génicos del virus de la gripe A/PR/8/34 se clonaron en el vector pSP72-pT7-H&Vrib-
tT7 para la generacién del virus recombinante de la gripe A/PR/8/34.

Los inventores transfectamos células 293T con las ocho construcciones que codifican los segmentos génicos de los
virus de la gripe A/PR/8/34, pT7pol (pAR3132), pHMG-PB1, pHMG-PB2, pHMG-PA y pHMG-NP. Después de la
transfeccion, se afiadio tripsina al medio para permitir la replicaciéon de los virus producidos. 72 horas después de la
transfeccion, se recogieron los liquidos sobrenadantes y se usaron para inocular células de MDCK. 3 dias después
de la inoculacion, se realizé un ensayo de HA en el liquido sobrenadante de estas células de MDCK como indicacion
de la replicacion del virus. El ensayo de HA fue positivo. Subsiguientemente, se determiné el titulo del virus del
liqguido sobrenadante de las células 293T y de MDCK. El titulo del virus en el liquido sobrenadante de las células
293T mostréd que era 1,6 x 10’ TCIDso/ml; el titulo del virus en el liquido sobrenadante de las células de MDCK
mostré que era 2,0 x 10" TCIDso/ml. Se obtuvieron titulos de virus algo més bajos en las células 293T vy las células
de MDCK cuando no se afiadié tripsina a las células 293T después de la transfeccion (no se muestran los datos).
Por tanto esto representa la primera obtencion del virus recombinante de la gripe A solamente de plasmidos que no
empled un promotor de Poll.

Un sistema bidireccional de T7

A continuacién los inventores deseabamos desarrollar un sistema genético inverso bidireccional bajo el control del
pT7. Se produjo un vector plasmidico clonando pCMV en pSP72-pT7-HdVrib-tT7, dando como resultado el vector
pSP72-pT7-H&Vrib-tT7-pCMV (Fig. 1). Un marco de lectura abierto de la GFP flanqueado por regiones no
codificadoras (abreviadamente NCR por la expresién inglesa Non-Coding Regions) del segmento 5 del virus de la
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gripe A/PR/8/34 se clond en pSP72-pT7-HdVrib-tT7-pCMV en orientacion antisentido con 2 residuos de G
adicionales. Debido a que los inventores habiamos anticipado que este plasmido daria lugar a la expresion de la
GFP sin necesidad de replicacién del minigenoma por el complejo de polimerasa del virus de la gripe (pCMV) esta
en la orientacién con sentido con respecto al minigenoma), también hicimos una construccién similar que contenia el
minigenoma (0 residuos de G) en la orientacion con sentido con respecto a pT7 (por tanto antisentido con respecto
al pCMV). Los plasmidos con el minigenoma se transfectaron en células 293T junto con plasmidos que expresaban
la T7pol nuclear y pHMGPB1, pHMG-PB2, pHMG-PA y pHMG-NP. Las células fueron analizadas por FACS después
de 30 horas (Fig. 5).

La transfeccion del minigenoma de la GFP con sentido (S-0G) con un complejo incompleto de polimerasa del virus
de la gripe dio como resultado muy pocas células GFP positivas (Fig. 5, panel izquierdo) con muy baja expresion de
la GFP (Fig. 5, panel derecho). En presencia del complejo completo de polimerasa del virus de la gripe, ~7 % de las
células eran GFP positivas con una fluorescencia media de ~1200. Usando el plasmido con el minigenoma de la
GFP antisentido, una proporcién relativamente grande de las células (~10 %) expres6 la GFP en ausencia un
complejo completo de polimerasa del virus de la gripe, pero solamente a bajos niveles (fluorescencia media de la
GFP 182). Por co-transfeccion del complejo completo de polimerasa del virus de la gripe, no aumentaba la
proporcion de células que expresan la GFP, mientras que el nivel de expresion de la GFP por célula aumentd
significativamente (fluorescencia media de la GFP 1205). Por tanto, de este experimento los inventores sacamos la
conclusion de que el vector de expresion bidireccional era funcional; los inventores observamos bajos niveles de
expresion de la GFP sin necesidad del complejo de polimerasa del virus de la gripe, como resultado de la produccién
mRNA de la GFP a partir del pCMV. Hay que advertir que esto fue confirmado por transfeccion de células 293T con
el plasmido con el minigenoma de la GFP AS-2G solo, dando como resultado niveles similares de expresién de la
GFP (expresandose ~19 % de las células a una fluorescencia media de 128 datos no mostrados). Ademas, los
inventores observamos mayores niveles de expresion de la GFP en presencia del complejo de polimerasa del virus
de la gripe como resultado de la replicacion del minigenoma transcrito a partir pT7. Por tanto, era funcional el
plasmido de expresion pT7-pCMV bidireccional.

Produccion de virus recombinante con un sistema genético inverso bidireccional basado en T7pol

A continuacion, los segmentos génicos del virus de la gripe A/PR/8/34 se clonaron en el vector pSP72-pT7-HdVrib-
tT7-pCMV para la generacion del virus recombinante de la gripe A/PR/8/34.

Los inventores transfectamos células 293T con las ocho construcciones que codifican los segmentos génicos del
virus de la gripe A/PR/8/34 y pT7pol (pPAR3132). Después de la transfeccion, se afadid tripsina al medio para
permitir la replicacién de los virus producidos. 72 horas después de la transfeccién, se recogieron los liquidos
sobrenadantes y se usaron para inocular células de MDCK. 3 dias después de la inoculacion, se realizé un ensayo
de HA del liquido sobrenadante de estas células de MDCK como indicacion de la replicacion del virus. El ensayo de
HA fue negativo lo que indica que no se recupero virus recombinante.

A partir de ensayos informadores de minigenomas usando los vectores bidireccionales para expresar los genes PB2,
PB1, PA y NP, los inventores obtuvimos pruebas de que la expresion de proteinas en estos plasmidos era muy baja
(los datos no se muestran). Emitimos la hipétesis de que la secuencia de tT7 estaba interfiriendo con la forma de
transcripcion del pCMV, dando como resultado baja produccién de los genes codificados. Por tanto generamos un
nuevo plasmido bidireccional, a partir del cual se eliminé la secuencia de tT7 (pSP72-pT7-H&Vrib-pCMV). Los
segmentos génicos del virus de la gripe A/PR/8/34 se clonaron en el vector pSP72-pT7-HdVrib-pCMV para la
generacion del virus recombinante de la gripe A/PR/8/34. En los intentos iniciales, de nuevo no se produjo virus
recombinante. Sin embargo, por una optimizacién de la cantidad de plasmidos usados para la transfeccion
produjimos exitosamente virus recombinante. Las cantidades de plasmidos usadas para este experimento fueron 10
Mg de cada una de las construcciones que codifican PB2, PB1, PA y HA, y 5 ug de cada una de las construcciones
que codifican NP, NA, MA, y NS. Aunque los titulos de virus recombinantes en las células 293T fueron indetectables,
la inoculacién subsiguiente de células de MDCK dio como resultado un virus con un titulo inicial de 1,3 x 10°
TCID50/ml.

El sistema T7pol en células de MDCK

Para obtener mas pruebas de la naturaleza universal de los sistemas genéticos inversos basados en T7pol, los
inventores analizamos la replicacion del minigenoma de la GFP en células de MDCK en lugar de en células 293T.
Aunque los experimentos con células de BSR-T7 ya proporcionaron pruebas de que el sistema genético inverso de
T7pol funciona en células de origen no primate (Fig. 4), las células de MDCK se usan mas ampliamente para
investigacion del virus de la gripe y la producciéon de vacunas.

Como puede verse en la Fig. 6, se encontré que el sistema genético inverso basado en T7pol era funcional en
células de MDCK. Combinados con los resultados en células BSR-T7 (Fig. 4), estos experimentos indican que el
sistema genético inverso de T7pol representa realmente un sistema "universal", aplicable a una amplia variedad de
tipos de células. A partir de este experimento, también se puede sacar la conclusion de que ahora es posible la
produccioén de virus recombinantes de la gripe a partir de células que no son de primates.
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En la presente descripcion los inventores hemos mostrado, por primera vez, la produccion del virus recombinante de
la gripe A A/PR/8/34 (cepa NIBSC adaptada a células de MDCK) usando un sistema basado en T7pol en células
293T. Sin embargo, no hay suposiciones que limiten el uso de estos métodos al virus de la gripe A A/PR/8/34;
dichos métodos pueden ser aplicados a todos de virus de la gripe de los tipos A, B y C, asi como a otros virus de
RNA de cadena negativa segmentados. Hay también suposiciones que limitan el uso de estos métodos a las células
293T, las células BSR-T7 y las células de MDCK; la T7pol puede ser suministrada por ejemplo, por transfeccién de
una amplia gama de lineas celulares en las cuales podrian entonces producirse virus recombinantes.

Hay también una flexibilidad significativa con respecto a los vectores plasmidicos para esta tecnologia genética
inversa basada en T7pol, y los elementos que contienen. En la presente invencion, usamos la RNA-polimerasa del
bacteriéfago T7 para producir moléculas de VRNA o de RNA similares a cRNA, pero también podrian usarse otras
diversas RNA-polimerasas, tales como la RNA-polimerasa del bacteriéfago SP6. En los experimentos mostrados en
la presente invencién, la RNA-polimerasa de T7 fue modificada para contener la sefial de localizacién nuclear del
antigeno T grande del SV40, pero las RNA-polimerasas pueden ser modificadas usando una variedad de otras
sefales de direccién a dianas nucleares (por ejemplo, las de la proteina K de la hnRNP). Los inventores usamos en
esta descripcion la secuencia de ribozima del virus delta de la hepatitis, pero podrian usarse alternativamente otras
secuencias de ribozima que han sido descritas. Finalmente, el sistema descrito en la presente memoria no depende
del uso de vectores de expresion de la proteina polimerasa del virus de la gripe basados en el promotor de hidroxi--
metil-glutaril-coenzima A-reductasa (construcciones de pHMG); podrian usarse proteinas polimerasa de una amplia
gama de virus de la gripe y ser expresadas empleando una amplia gama de vectores de expresion.
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Ejemplo 2

El virus recombinante se produce como antes, basandose en la cadena principal de virus de alta productividad (por
ejemplo, los derivados de la cepa vacunal A/PR/8/34) con los genes HA y NA de un virus epidémico relevante (por
ejemplo, A/Moscu/10/99). Después de la produccion del virus recombinante por transfeccion, el virus se multiplica en
el sustrato celular apropiado (por ejemplo, huevos, células de MDCK, células Vero) para disponer de cantidades
suficientemente altas. Por propagacion en huevos de pollo embrionados, se clarifica el liquido alantoideo por
centrifugacion durante 10 minutos a 1000 x g vy filtracion por un filtro de 0,45 micrometros. El virus se sedimenta a
continuacién por centrifugacion durante 1,5 horas a 150.000 x g a 4°C y se vuelve a poner en suspension en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). El virus se trata subsiguientemente con decanoil-N-metilglucamida al
2% (MEGA), se carga en una capa de sacarosa al 25% en PBS y se centrifuga durante 1,5 horas a 250.000 x g a
4°C.

La capa superior que contiene las proteinas HA y NA se dializa luego contra PBS y se confirman luego la pureza y
cantidad de la preparacion proteinica usando geles de SDS al 12,5%-poliacrilamida tefiidos con azul brillante de
Coomasie. Se inmunizan intramuscularmente hurones con ~10 microgramos de proteinas HA/NA. Si se desea, las
vacunaciones se pueden realizar usando multiples dosis subsiguientes o usando adyuvantes (MF59, ISCOM). Se
determinan los titulos de anticuerpos de HA y NA en muestras de suero recogidas antes y después de la vacunacion
usando ensayos de inhibicién de la hemaglutinacién, ensayos de inhibicion de neuraminidasa, ELISA, ensayos de
neutralizacion del virus, etc. Los animales vacunados y los de control se inoculan 6 semanas después de la
vacunacion usando 1 x 10° dosis infecciosas del 50 por ciento del cultivo de tejidos (TCIDso) de virus de la gripe
A/Moscu/10/99 o un material aislado de virus heterdlogo. Tras la inoculacién, se recogen muestras de exudados
nasales o faringeos de los animales diariamente durante 10 dias, y se determina la cantidad de virus excretada por
los animales infectados por analisis de PCR cuantitativo o titulaciones de virus. Por tanto, la inmunidad obtenida
inducida por la vacuna puede ser confirmada cuantificando la elevacion de los titulos de anticuerpos y el nivel de
proteccién contra la infeccion por el virus de inoculacion.
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REIVINDICACIONES

Un método para producir una particula replicable de un virus de la gripe sin el uso de virus auxiliar, que
comprende cultivar una célula transfectada con 7 u 8 acidos nucleicos, en donde dichos acidos nucleicos
comprenden respectivamente un segmento génico del virus de la gripe y un promotor de polimerasa de
bacteriéfago o los acidos nucleicos comprenden respectivamente el complemento de un segmento génico del
virus de la gripe y un promotor de polimerasa de bacterid6fago, y en donde la célula esta provista
adicionalmente de una polimerasa de bacteriéfago.

El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde los acidos nucleicos usados en dicho método no
comprenden un terminador de polimerasa de bacteriéfago.

El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde los acidos nucleicos usados
en dicho método han sido provistos con al menos un residuo de guanina adicional préximo al promotor de la
polimerasa de bacteriéfago.

El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde los acidos nucleicos usados en dicho método han
sido provistos con dos residuos de guanina adicionales préximos al promotor de la polimerasa de
bacteriéfago.

El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde dicho promotor de la
polimerasa de bacteriéfago es el promotor de la polimerasa de T7.

El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la transfeccion de la célula es
con doce, plasmidos unidireccionales que expresan ocho acidos nucleicos VRNA del virus de la gripe, asi
como la nucleoproteina del virus de la gripe y las proteinas polimerasas PA, PB1 y PB2.

El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde al menos un acido nucleico
usado en dicho método comprende un segmento génico de virus de la gripe procede de un virus de la gripe
recomendado por la Organizaciéon Mundial de la Salud para fines vacunales.

El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde al menos un acido nucleico
usado en dicho método comprende un segmento génico del virus de la gripe A.

El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde dicha polimerasa de
bacteriéfago comprende una sefal de localizacion nuclear.

El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde dicha polimerasa de
bacteriéfago es polimerasa de T7.

El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde la célula usada en el
método es una célula que no es de primate.

El método de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la célula usada en el método es una célula de
MDCK o una célula CEF.

Una preparacion celular transfectada con los acidos nucleicos de acuerdo con el método de una cualquiera
de las reivindicaciones 1-12.

Una composicidon que comprende una preparacion celular de acuerdo con la reivindicacién 13.

Uso de una composicion de acuerdo con la reivindicacion 14, para la produccion de una composicion
farmacéutica dirigida a generar proteccion inmunoldgica contra la infeccion de un sujeto por un virus de la

gripe.

Composicion de acuerdo con la reivindicacion 14, para uso en la generacion de proteccion inmunolégica
contra la infeccidon de un sujeto por un virus de la gripe.

Un acido nucleico que comprende un segmento génico de un virus de la gripe y un promotor de polimerasa
del bacteriéfago T7, en donde dicho acido nucleico ha sido provisto con al menos un residuo de guanina
adicional préximo a dicho promotor, o un acido nucleico que comprende el complemento de un segmento
génico de un virus de la gripe y un promotor de polimerasa del bacteriéfago T7, en donde dicho &acido
nucleico ha sido provisto con al menos un residuo de guanina adicional préximo a dicho promotor.

El 4cido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 17, que ha sido provisto con dos residuos de guanina
adicionales préximos al promotor.

El acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 17 o 18, que comprende un
segmento génico que procede de un virus de la gripe virus recomendado por la OMS para fines vacunales.
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El acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, que comprende un
segmento génico del virus de la gripe A.

Una célula provista de al menos un acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 17 a
20.

La célula de acuerdo con la reivindicacion 21, que esta provista adicionalmente de una polimerasa del
bacteriéfago T7.

La célula de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde dicha polimerasa comprende una sefal de
localizacién nuclear.

Una célula que no es de primate de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23.
La célula de acuerdo con la reivindicacion 24, que es una célula de MDCK o una célula CEF.

La célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 25, que no ha sido provista de un virus
auxiliar.

Uso de una célula de acuerdo con la reivindicacion 13, para la producciéon de una composicién farmacéutica
dirigida a generar proteccion inmunolégica contra la infeccion de un sujeto por un virus de la gripe.

Uso de una célula de acuerdo con la reivindicacion 21, para la produccion de una composicion farmacéutica
dirigida a generar proteccién inmunolégica contra la infeccion de un sujeto por un virus de la gripe.
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