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DESCRIPCION
Método para producir virus influenza B infeccioso en cultivo celular
Antecedentes de la invencion

Los virus influenza estan constituidos por un ndcleo interno de ribonucleoproteina que contiene un genoma de ARN
monocatenario segmentado y una envuelta de lipoproteina externa cubierta por una proteina de matriz. Los virus
influenza A y B contienen cada uno ocho segmentos de ARN monocatenario con polaridad negativa. El genoma de
influenza A codifica para al menos once polipéptidos. Los segmentos 1-3 codifican para tres polipéptidos, que
constituyen la ARN polimerasa dependiente de ARN viral. El segmento 1 codifica para la proteina PB2 del complejo
de polimerasa. Las restantes proteinas PB 1 y PA de la polimerasa se codifican por el segmento 2 y el segmento 3,
respectivamente. Ademas, el segmento 1 de algunas cepas de influenza A codifica para una proteina pequena, PB1-
F2, producida a partir de un marco de lectura alternativo dentro de la regién que codifica para PB1. El segmento 4
codifica para la glicoproteina de superficie hemaglutinina (HA) implicada en la unién a la célula y la entrada durante
la infeccién. El segmento 5 codifica para el polipéptido de nucleoproteina de la nucleocépsida (NP), el componente
estructural principal asociado con ARN viral. El segmento 6 codifica para una glicoproteina de la envuelta,
neuraminidasa (NA). El segmento 7 codifica para dos proteinas de la matriz, denominadas M1 y M2, que se
traducen a partir de ARNm cortados y empalmados de manera diferente. El segmento 8 codifica para NS1 y NS2
(NEP), dos proteinas no estructurales, que se traducen a partir de variantes de ARNm cortado y empalmado de
manera alternativa.

Los ocho segmentos del genoma de influenza B codifican para 11 proteinas. Los tres genes mas grandes codifican
para componentes de la ARN polimerasa, PB1, PB2 y PA. El segmento 4 codifica para la proteina HA. El segmento
5 codifica para NP. El segmento 6 codifica para la proteina NA y la proteina NB. Ambas proteinas, NB y NA, se
traducen a partir de marcos de lectura solapantes de un ARNm bicistrénico. El segmento 7 de influenza B también
codifica para dos proteinas: M1 y M2. El segmento méas pequefio codifica para dos productos, NS1 que se traduce a
partir del ARN de longitud completa, mientras que NS2 se traduce a partir de una variante de ARNm cortado y
empalmado.

Se han producido vacunas que pueden producir una respuesta inmunitaria protectora especifica para virus influenza
durante mas de 50 afos. Las vacunas pueden caracterizarse como vacunas de virus completos, vacunas de virus
divididos, vacunas de antigeno de superficie y vacunas de virus atenuados vivos. Aunque las formulaciones
apropiadas de cualquiera de estos tipos de vacuna pueden producir una respuesta inmunitaria sistémica, las
vacunas de virus atenuados vivos también pueden estimular inmunidad de la mucosa local en el tracto respiratorio.

FluMist™ es una vacuna atenuada viva que protege a nifios y adultos de la enfermedad de la gripe (Belshe et al.
(1998) The efficacy of live attenuated, cold-adapted, trivalent, intranasal influenza virus vaccine in children, N Engl J
Med 338:1403-12; Nichol et al. (1999) Effectiveness of live, attenuated intranasal influenza virus vaccine in healthy,
working adults: a randomized controlled trial JAMA 282:137-44). Las cepas de la vacuna FluMist™ contienen los
segmentos génicos de HA y NA derivados de las cepas de tipo natural circulantes actualmente junto con seis
segmentos génicos, PB1, PB2, PA, NP, M y NS, de un virus donador maestro (MDV) comun. Se creé el MDV para
cepas de influenza A de FluMist (MDV-A) mediante pases en serie de la cepa de tipo natural A/Ann Arbor/6/60
(A/AA/6/60) en cultivo tisular de rifién de pollo primario a temperaturas sucesivamente inferiores (Maassab (1967)
Adaptation and growth characteristics of influenza virus at 25 degrees C Nature 213:612-4). MDV-A se replica de
manera eficaz a 25°C (ca, adaptado al frio), pero su crecimiento se restringe a 38 y 39°C (is, sensible a la
temperatura). Adicionalmente, este virus no se replica en los pulmones de hurones infectados (att, atenuacién). Se
cree que el fenotipo ts contribuye a la atenuacion de la vacuna en seres humanos restringiendo su replicacion en
todas las regiones, excepto en las mas frias, del tracto respiratorio. La estabilidad de esta propiedad se ha
demostrado en modelos animales y estudios clinicos. A diferencia del fenotipo ts de cepas de influenza creadas
mediante mutagénesis clinica, la propiedad de ts de MDV-A no se revertié tras el pase a través de hamsteres
infectados o en aislados obtenidos de nifios (para una revisién reciente, véase Murphy & Coelingh (2002) Principles
underlying the development and use of live attenuated cold-adapted influenza A y B virus vaccines Viral Immunol
15:295-323).

Estudios clinicos realizados en mas de 20.000 adultos y nifios que implicaron 12 cepas separadas reordenantes 6:2
han demostrado que estas vacunas son atenuadas, seguras y eficaces (Belshe et al. (1998) The efficacy of live
attenuated, cold-adapted, trivalent, intranasal influenza virus vaccine in children, N Engl J Med 338:1405-12; Boyce
et al. (2000) Safety and immunogenicity of adjuvanted and unadjuvanted subunit influenza vaccines administered
intranasally to healthy adults, Vaccine 19:217-26; Edwards et al. (1994) A randomized controlled trial of cold adapted
and inactivated vaccines for the prevention of influenza A disease, J Infect Dis 169:68-76; Nichol et al. (1999)
Effectiveness of live, attenuated intranasal influenza virus vaccine in healthy, working adults: a randomized controlled
trial, JAMA 282:137-44). Los reordenantes que portan los seis genes internos de MDV-A y los dos segmentos
génicos de HA y NA del virus de tipo natural (reordenante 6:2) mantienen de manera constante los fenotipos ca, ts y
att (Maassab et al. (1982) Evaluation of a cold-recombinant influenza virus vaccine in ferrets, J Infect Dis 146:780-
900).
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Hasta la fecha, todas las vacunas contra la gripe disponibles comercialmente en los Estados Unidos se han
propagado en huevos embrionados de gallina. Aunque el virus influenza crece bien en huevos de gallina, la
produccion de la vacuna depende de la disponibilidad de huevos. Deben organizarse suministros de huevos y las
cepas para la produccién de la vacuna deben seleccionarse meses antes de la siguiente temporada de gripe,
limitando la flexibilidad de este enfoque, y a menudo dando como resultado retrasos y carencias en la produccién y
distribucion.

También se han desarrollado en los ultimos afios sistemas para producir virus influenza en cultivo celular (véanse,
por ejemplo, Furminger. Vaccine Production, en Nicholson et al. (eds) Textbook of Influenza pags. 324-332; Merten
et al. (1996) Production of influenza virus in cell cultures for vaccine preparation, en Cohen & Shafferman (eds) Novel
Strategies in Design and Production of Vaccines, pags. 141-151. Normalmente, estos métodos implican la infeccion
de células huésped adecuadas con una cepa de virus seleccionada. Aunque se eliminan muchas de las dificultades
relacionadas con la produccién de vacunas en huevos de gallina, no todas las cepas patégenas de influenza crecen
bien y pueden producirse segin métodos de cultivo tisular establecidos. Ademas, muchas cepas con caracteristicas
deseables, por ejemplo, atenuacion, sensibilidad a la temperatura y adaptacion al frio, adecuadas para la produccién
de vacunas atenuadas vivas, no se han hecho crecer satisfactoriamente en cultivo tisular usando métodos
establecidos.

La produccion de virus influenza a partir de ADN recombinante aumentaria significativamente la flexibilidad y utilidad
de los métodos de cultivo tisular para la produccién de vacunas contra la gripe. Recientemente, se han notificado
sistemas para producir virus influenza A a partir de plasmidos recombinantes que incorporan ADNc que codifican
para el genoma viral (véanse, por ejemplo, Neumann et al. (1999) Generation of influenza A virus entirely from
cloned cDNAs. Proc Natl Acad Sci USA 96:9345-9350; Fodor et al. (1999) Rescue of influenza A virus from
recombinants DNA. J. Virol 73:9679-9682; Hoffmann et al. (2000) A DNA transfection system for generation of
influenza A virus from eight plasmids Proc Natl Acad Sci USA 97:6108-6113; documento WO 01/83794). Estos
sistemas ofrecen la posibilidad de producir virus recombinantes, y virus reordenantes que expresan las proteinas HA
y NA inmunogénicas de cualquier cepa seleccionada. Sin embargo, a diferencia del virus influenza A, no se han
publicado informes que describan sistemas sélo de plasmidos para el virus influenza B.

Adicionalmente, ninguno de los sistemas sélo de plasmidos disponibles actualmente es adecuado para generar
cepas atenuadas, sensibles a la temperatura, adaptadas al frio para la produccién de vacunas atenuadas vivas.

Sumario de la invencion

La invencién se expone en las reivindicaciones. En el presente documento se da a conocer un sistema de multiples
vectores para la produccion de virus influenza en cultivo celular, y métodos para producir virus influenza
recombinantes y reordenantes, incluyendo, por ejemplo, virus influenza atenuados (att), adaptados al frio (ca) y/o
sensibles a la temperatura (ts), adecuados como vacunas, incluyendo vacunas contra la gripe atenuadas vivas, tales
como las adecuadas para su administracién en una formulacion de vacuna intranasal.

En un primer aspecto, la descripcién proporciona vectores y métodos para producir virus influenza B recombinante
en cultivo celular, por ejemplo, en ausencia de virus auxiliar (es decir, sistemas de cultivo celular libres de virus
auxiliar). Los métodos dados a conocer en el presente documento implican introducir una pluralidad de vectores, que
incorpora cada uno de ellos una parte de un virus influenza B en una poblacién de células huésped que pueden
soportar la replicacion viral. Las células huésped se cultivan en condiciones permisivas para el crecimiento viral, y se
recuperan los virus influenza. En algunas realizaciones, los virus influenza B son virus atenuados, virus adaptados al
frio y/o virus sensibles a la temperatura. Por ejemplo, en una realizacion, los virus influenza B recombinantes
derivados de vector son virus atenuados, adaptados al frio, sensible a la temperatura, de manera que son
adecuados para su administracién como una vacuna atenuada viva, por ejemplo, en una formulacién de vacuna
intranasal. En una realizacion a modo de ejemplo, los virus se producen introduciendo una pluralidad de vectores
que incorporan todo o parte de un genoma de virus influenza B/Ann Arbor/1/66, por ejemplo, un genoma de virus
B/Ann Arbor/1/66 ca.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, los virus influenza B son virus influenza modificados artificialmente por
ingenieria genética que incorporan una o mas sustituciones de aminoacido que influyen en las propiedades
biol6gicas caracteristicas de la cepa de influenza B/Ann Arbor/1/66 ca. Tales virus influenza incluyen mutaciones
que dan como resultado sustituciones de aminoacido en una o mas de las posiciones PB1%', PB1°%' pPB1°¢" pB2”®°
y NP*, tales como: PB1%" (K391E), PB1°®' (E581G), PB1%®" (A661T), PB2?*° (N265S) y NP** (D34G). Cualquier
mutacioén (en una o mas de estas posiciones) que individualmente o en combinacién da como resultado aumento de
la sensibilidad a la temperatura, adaptacion al frio o atenuacién en relacién con los virus de tipo natural es una
mutacién adecuada en el contexto de la presente descripcion.

En algunas realizaciones, se introducen una pluralidad de vectores que incorporan al menos los 6 segmentos
gendmicos internos de una cepa de influenza B junto con uno o mas segmentos gendémicos que codifican para
antigenos inmunogénicos de la superficie de influenza de una cepa de influenza diferente en una poblaciéon de
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células huésped. Por ejemplo, se introducen al menos los 6 segmentos genémicos internos de una cepa de
influenza B seleccionada atenuada, adaptada al frio y/o sensible a la temperatura, por ejemplo, una cepa de B/Ann
Arbor/1/66 ca, att, ts o una cepa de influenza B modificada artificialmente por ingenieria genética que incluye una
sustitucion de aminoacido en una o mas de las posiciones especificadas anteriormente, en una poblacion de células
huésped junto con uno o mas segmentos que codifican para antigenos inmunogénicos derivados de otra cepa de
virus. Normalmente, los antigenos inmunogénicos de superficie incluyen cualquiera o ambos de los antigenos de
hemaglutinina (HA) y/o neuraminidasa (NA). En realizaciones en las que se introduce un Unico segmento que
codifica para un antigeno inmunogénico de superficie, también se introducen los 7 segmentos complementarios de
los virus seleccionados en las células huésped.

En determinadas realizaciones, se introducen una pluralidad de vectores de plasmido que incorporan segmentos
gendmicos de virus influenza B en una poblaciéon de células huésped. Por ejemplo, se utilizan 8 plasmidos, que
incorporan cada uno de ellos un segmento genémico diferente para introducir un genoma de influenza B completo
en las células huésped. Alternativamente, puede emplearse un mayor nimero de plasmidos, que incorporan
subsecuencias genémicas mas pequenas.

Normalmente, los vectores de plasmido dados a conocer en el presente documento son vectores de expresion
bidireccionales. Un vector de expresion bidireccional incluye normalmente un primer promotor y un segundo
promotor, en el que los promotores primero y segundo estan unidos operativamente a hebras alternativas del mismo
ADNCc bicatenario que codifica para el acido nucleico viral que incluye un segmento del genoma de virus influenza.
Opcionalmente, el vector de expresion bidireccional incluye una sefial de poliadenilacion y/o una secuencia de
terminador. Por ejemplo, la sefal de poliadenilacién y/o la secuencia de terminador pueden estar ubicadas
flanqueando un segmento del genoma de virus influenza interno a los dos promotores. Una sefial de poliadenilacion
favorable es la sefal de poliadenilacion de SV40. Un vector de plasmido a modo de ejemplo es el plasmido
pAD3000, ilustrado en la figura 1.

Los vectores se introducen en células huésped que pueden soportar la replicacion del virus influenza a partir de los
promotores de vector, células huésped que son células Vero.

Entonces se hacen crecer en cultivo las células huésped que incluyen los vectores de influenza B en condiciones
permisivas para la replicacién y el ensamblaje de virus. Normalmente, las células huésped que incorporan los
plasmidos de influenza B de la invencion se cultivan a una temperatura por debajo de 37°C, preferiblemente a una
temperatura igual o inferior a 35°C. Normalmente, las células se cultivan a una temperatura de entre 32°C y 35°C. En
algunas realizaciones, las células se cultivan a una temperatura de entre aproximadamente 32°C y 34°C, por
ejemplo, a aproximadamente 33°C. Tras el cultivo durante un periodo de tiempo adecuado para permitir la
replicacién del virus hasta un alto titulo, se recuperan virus recombinantes y/o reordenantes. Opcionalmente, los
virus recuperados pueden inactivarse.

En el presente documento se dan a conocer métodos ampliamente aplicables de produccién de virus influenza
recombinantes en cultivo celular introduciendo una pluralidad de vectores que incorporan un genoma de virus
influenza en una poblacion de células huésped que pueden soportar la replicacion de virus influenza, cultivando las
células a una temperatura inferior o igual a 35°C y recuperando virus influenza.

En determinadas realizaciones, se introducen una pluralidad de vectores de plasmido que incorporan segmentos
gendmicos de virus influenza en una poblacion de células huésped. En determinadas realizaciones, se utilizan 8
plasmidos, que incorporan cada uno de ellos un segmento gendémico diferente para introducir un genoma de
influenza completo en las células huésped. Normalmente, los vectores de plasmido de la invencién son vectores de
expresion bidireccionales. Un vector de plasmido a modo de ejemplo de la invencion es el plasmido pAD3000,
ilustrado en la figura 1.

En algunas realizaciones, los virus influenza corresponden a un virus influenza B. En algunas realizaciones, los virus
influenza corresponden a un virus influenza A. En determinadas realizaciones, los métodos incluyen recuperar virus
influenza recombinantes y/o reordenantes que pueden provocar una respuesta inmunitaria tras la administracién, por
ejemplo, administracién intranasal, a un sujeto. En algunas realizaciones, los virus se inactivan antes de la
administracién, en otras realizaciones, se administran virus atenuados vivos. También se dan a conocer virus
influenza A e influenza B recombinantes y reordenantes producidos segun los métodos de la invencion.

En determinadas realizaciones, los virus incluyen un virus influenza atenuado, un virus influenza adaptado al frio, un
virus influenza sensible a la temperatura, o un virus con cualquier combinacién de estas propiedades deseables. En
una realizacién, el virus influenza incorpora un virus de la cepa de influenza B/Ann Arbor/1/66, por ejemplo, una cepa
adaptada al frio, sensible a la temperatura, atenuada de B/Ann Arbor/1/66. En otra realizacion, el virus influenza
incorpora un virus de la cepa de influenza A/Ann Arbor/6/60, por ejemplo, una cepa adaptada al frio, sensible a la
temperatura, atenuada de A/Ann Arbor/6/60. En otra realizacién de la descripcion, los virus son virus influenza
modificados artificialmente por ingenieria genética que incorporan uno o mas aminoacidos sustituidos que influyen
en las propiedades biologicas caracteristicas de, por ejemplo, A/Ann Arbor/6/60 ca o B/Ann Arbor/1/66 ca. Tales
aminoacidos sustituidos corresponden favorablemente a aminoacidos unicos de A/Ann Arbor/6/60 ca o B/Ann



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2526 191 T3

Arbor/1/66 ca, por ejemplo, en un virus de la cepa A: PB1*°' (K391E), PB1*®' (E581G), PB1°' (AB61T), PB2%%°
(N265S) y NP** (D34G); y en un virus de la cepa B: PB2°%° (S630R); PA*' (V431M); PA*®" (Y497H); NP> (T55A);
NP'™ (V114A); NP*'® (P410H); NP®'® (A510T); M1'™® (H159Q) y M1'®® (M183V). De manera similar, otras
sustituciones de aminoacido en cualquiera de estas posiciones que dan como resultado sensibilidad a la
temperatura, adaptacion al frio y/o atenuacion estan englobadas por los virus y métodos de la descripcion.

Opcionalmente, se producen virus reordenantes introduciendo vectores que incluyen los seis genes internos de una
cepa viral seleccionada por sus propiedades favorables en cuanto a la produccion de vacunas, en combinacién con
los segmentos genémicos que codifican para los antigenos de superficie (HA y NA) de una cepa seleccionada, por
ejemplo, patdgena. Por ejemplo, el segmento HA se selecciona favorablemente de una cepa H1, H3 o B relevante
desde el punto de vista patégeno, tal como se realiza de manera rutinaria para la produccién de vacunas. De
manera similar, el segmento HA puede seleccionarse de una cepa patdgena emergente tal como una cepa H2 (por
ejemplo, H2N2), una cepa H5 (por ejemplo, H5N1) o una cepa H7 (por ejemplo, H7N7). Alternativamente, los siete
segmentos génicos complementarios de la primera cepa se introducen en combinacién con el segmento que codifica
o bien para HA o bien para NA. En determinadas realizaciones, los segmentos génicos internos se derivan de la
cepa de influenza B/Ann Arbor/1/66 o A/Ann Arbor/6/60.

En el presente documento también se dan a conocer métodos para producir virus influenza novedosos con
propiedades deseables relevantes para la produccién de vacunas, por ejemplo, virus influenza sensibles a la
temperatura, atenuados y/o adaptados al frio, asi como vacunas contra la gripe que incluyen tales virus influenza
novedosos. En determinadas realizaciones, se produce virus de la cepa influenza A novedoso introduciendo
mutaciones que dan como resultado sustituciones de aminoacido en una o mas posiciones especificadas que se
demuestra en el presente documento que son importantes para el fenotipo sensible a la temperatura, por ejemplo,
PB1%' PB1%®', PB1%, P822658¥ NP3, Por ejemplo, se introducen mutaciones en las posiciones de nucleétido
PB1''% PB1'7%% PB1%%, PB2%' y NP'*® 0 en otras posiciones de nucledtido que dan como resultado una
sustitucion de aminodcido en la posicion de aminoacido especificada. Cualquier mutacién (en una o mas de estas
posiciones) que individualmente o en combinacion da como resultado un aumento de la sensibilidad a la
temperatura, adaptacion al frio o atenuacion en relacion con virus de tipo natural es una mutacion adecuada en el
contexto de la presente invencion. Por ejemplo, se introducen favorablemente mutaciones seleccionadas de entre
PB1%°' (K391E), PB1%®' (E581G), PB1%" (A661T), PB2?*® (N265S) y NP** (D34G) en el genoma de una cepa de
influenza A de tipo natural, por ejemplo, PR8, para producir una variante sensible a la temperatura adecuada para su
administracion como una vacuna atenuada viva. Para aumentar la estabilidad del fenotipo deseado normalmente se
introducen una pluralidad de mutaciones. Tras la introduccién de la(s) mutacién/mutaciones seleccionada(s) en el
genoma de influenza, el genoma de influenza mutado se replica en condiciones en las que se produce el virus. Por
ejemplo, el genoma de virus influenza mutado puede replicarse en huevos de gallina. Alternativamente, el genoma
de virus influenza puede replicarse en cultivo celular. En este Ultimo caso, el virus se amplifica adicionalmente de
manera opcional en huevos de gallina para aumentar el titulo. Los virus sensibles a la temperatura, y opcionalmente,
atenuados y/o adaptados al frio producidos segun los métodos dados a conocer en el presente documento también
son una caracteristica de la descripcién, como lo son vacunas que incluyen tales virus. De manera similar, se dan a
conocer acidos nucleicos virales recombinantes novedosos que incorporan una o mas mutaciones en las posiciones
PB1%', PB1%®' PB1%®, PBZZese/ NP**, por ejemplo, mutaciones seleccionadas de entre PB1%" (K391E), PB1°®
(E581G), PB1°®" (A661T), PB2°®° (N265S) y NP** (D34G), y polipéptidos con tales sustituciones de aminoacido.

Asimismo, los métodos presentados en el presente documento estan adaptados para producir cepas de influenza B
novedosas con fenotipos sensible a la temperatura, y opcionalmente atenuado y/o adaptado al frio introduciendo una
0 mas mutaciones especificadas en un genoma de influenza B. Por ejemplo, se introducen una o mas mutaciones
que dan como resultado una sustitucion de aminoacido en una posicion seleccionada de entre PB2°%°; PA*®": PA*Y7;
NP%%; NP NP*'%: NP°'0; M175° y M1'% en un genoma de cepa de influenza B para producir un virus influenza B
sensible a la temperatura. Las sustituciones de aminoacido a modo de ejemplo incluyen las siguientes: PB2°%°
(S630R); PA®' (V431M); PA*" (Y497H); NP*® (T55A); NP''* (V114A); NP*'® (P410H); NP°'° (A510T); M1'™°
(H159Q) y M1'% (M183V). Tal como se indicé anteriormente, las vacunas que incorporan tales virus, asi como los
acidos nucleicos y polipéptidos que incorporan estas mutaciones y sustituciones de aminodacido son todos
caracteristicas de la descripcion.

La descripcion proporciona cepas de influenza que incluyen las mutaciones dadas a conocer en el presente
documento, por ejemplo, cualquier virus influenza A con una sustitucién de aminoacido en relacién con el tipo natural
en una o mas posiciones seleccionadas de entre: PB1%", PB1°®' PB1%¢' PB2?°° y NP** 0 cualquier virus influenza B
con una sustitucion de aminoacido en relacién con el tipo natural en una o mas posiciones seleccionadas de entre:
PB2%%%; PA*T; PA*; NP%%; NP NP*1%; NP°™%: M17%° y M1, con la condicion de que las cepas A/Ann Arbor/6/60
ca y B/Ann Arbor/1/66 no se consideren una caracteristica de la presente invencion. En determinadas realizaciones
preferidas, los virus influenza A incluxen una pluralidad de mutaciones seleccionadas de entre PB1%' (K391E),
PB1%" (E581G), PB1%®' (A661T), PB2°®® (N265S) y NP* (D34G); y los virus influenza B incluyen una pluralidad de
mutaciones seleccionadas de entre PB2%*° (S630R); PA*™" (V431M); PA*” (Y497H); NP*® (T55A); NP (V114A);
NP*'% (P410H); NP°'° (A510T); M1'*° (H159Q) y M1"®® (M183V), respectivamente.

En una realizacion, se introducen una pluralidad de vectores de plasmido que incorporan el genoma de virus
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influenza en células huésped. Por ejemplo, pueden incorporarse segmentos de un genoma de virus influenza en al
menos 8 vectores de plasmido. En una realizacion preferida, se incorporan segmentos de un genoma de virus
influenza en 8 plasmidos. Por ejemplo, cada uno de los 8 plasmidos puede incorporar favorablemente un segmento
diferente del genoma de virus influenza.

Los vectores pueden ser vectores de expresién bidireccionales. Un vector de expresion bidireccional normalmente
incluye un primer promotor y un segundo promotor, en el que los promotores primero y segundo estan unidos
operativamente a hebras alternativas del mismo acido nucleico viral bicatenario que incluye un segmento del
genoma de virus influenza. Opcionalmente, el vector de expresién bidireccional incluye una sefal de poliadenilacion
y/o una secuencia de terminador. Por ejemplo, la sefal de poliadenilacion y/o la secuencia de terminador pueden
estar ubicadas flanqueando un segmento del genoma de virus influenza interno a los dos promotores. Una sefial de
poliadenilacién favorable es la sefial de poliadenilacion de SV40. Un vector de plasmido a modo de ejemplo es el
plasmido pAD3000, ilustrado en la figura 1.

En la presente invencién se emplean células huésped Vero que pueden soportar la replicacion de virus influenza a
partir de promotores de vector.

También se da a conocer el cultivo de células huésped que incorporan los plasmidos de la invencion a una
temperatura por debajo de 37°C, preferiblemente a una temperatura igual o inferior a 35°C. Normalmente, las células
se cultivan a una temperatura de entre 32°C y 35°C. En algunas realizaciones, las células se cultivan a una
temperatura de entre aproximadamente 32°C y 34°C, por ejemplo, a aproximadamente 33°C.

También se dan a conocer métodos novedosos para rescatar virus influenza A o influenza B recombinantes o
reordenantes (es decir, cepas de tipo natural y variantes de virus influenza A y/o influenza) a partir de células Vero
en cultivo. Se someten a electroporacion una pluralidad de vectores que incorporan un genoma de virus influenza en
una poblacién de células Vero. Se hacen crecer las células en condiciones permisivas para la replicacion viral, por
ejemplo, en el caso de cepas de virus adaptado al frio, atenuado, sensible a la temperatura, se hacen crecer las
células Vero a una temperatura por debajo de 37°C, preferiblemente a una temperatura igual o inferior a 35°C.
Normalmente, las células se cultivan a una temperatura de entre 32°C y 35°C. En algunas realizaciones, las células
se cultivan a una temperatura de entre aproximadamente 32°C y 34°C, por ejemplo, a aproximadamente 33°C.
Opcionalmente (por ejemplo, para la producciéon de vacunas), se hacen crecer las células Vero en medio libre de
suero sin ningun producto derivado de animal.

En los métodos dados a conocer anteriormente, se recuperan virus tras el cultivo de las células huésped que
incorporan los plasmidos de genoma de influenza. En algunas realizaciones, los virus recuperados son virus
recombinantes. En algunas realizaciones, los virus son virus influenza reordenantes que tienen contribuciones
genéticas de mas de una cepa original de virus. Opcionalmente, los virus recombinantes o reordenantes
recuperados se amplifican adicionalmente mediante pases en células cultivadas o en huevos de gallina.

Opcionalmente, los virus recuperados se inactivan. En algunas realizaciones, los virus recuperados comprenden una
vacuna contra la gripe. Por ejemplo, la vacuna contra la gripe recuperada pueden ser virus influenza reordenantes
(por ejemplo, virus reordenantes 6:2 o 7:1) que tienen un antigeno HA y/o NA derivado de una cepa seleccionada de
influenza A o influenza B. En determinadas realizaciones favorables, los virus influenza reordenantes tienen un
fenotipo atenuado. Opcionalmente, los virus reordenantes estan adaptados al frio y/o son sensibles a la temperatura,
por ejemplo, un virus influenza B atenuado, adaptado al frio o sensible a la temperatura que tiene una o mas
sustituciones de aminodcido seleccionadas de las sustituciones de la tabla 17. Tales virus influenza son utiles, por
ejemplo, como vacunas atenuadas vivas para la produccion profilactica de una respuesta inmunitaria especifica para
una cepa de influenza seleccionada, por ejemplo, patégena.

También se dan a conocer métodos para producir una vacuna de virus influenza recombinante que implica introducir
una pluralidad de vectores que incorporan un genoma de virus influenza en una poblacion de células huésped que
pueden soportar la replicacion de virus influenza, cultivar las células huésped a una temperatura inferior o igual a
35°C, y recuperar un virus influenza que puede provocar una respuesta inmunitaria tras la administracién a un
sujeto. Las vacunas dadas a conocer en el presente documento pueden ser de virus de la cepa o bien influenza A o
bien influenza B. En algunas realizaciones, los virus de la vacuna contra la gripe incluyen un virus influenza
atenuado, un virus influenza adaptado al frio o un virus influenza sensible a la temperatura. En determinadas
realizaciones, los virus presentan una combinacion de estas propiedades deseables. En una realizacion, el virus
influenza contiene un virus de la cepa de influenza A/Ann Arbor/6/60. En otra realizacion, el virus influenza incorpora
un virus de la cepa de influenza B/Ann Arbor/1/66. Alternativamente, la vacuna incluye virus influenza A o virus
influenza B modificados artificialmente por ingenieria genética que incorporan al menos un aminodcido sustituido
que influye en las propiedades biolégicas caracteristicas de A/Ann Arbor/6/60 ca o B/Ann Arbor/1/66 ca, tal como un
aminoacido Unico de estas cepas. Por ejemplo, las vacunas dadas a conocer en el presente documento incluyen
virus influenza A recombinantes y reordenantes modificados artificialmente por ingenieria genética que incluyen al
menos una mutacion que da como resultado una sustitucion de aminoacido en una posicién seleccionada de entre
PB1%°', PB1%®' PB1%', PB2°®° y NP** y virus influenza B recombinantes y reordenantes modificados artificialmente
por ingenieria genética que incluyen al menos una mutacién que da como resultado una sustituciéon de aminoéacido
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en una posicion seleccionada de entre PB2%%°, PA*" PA*" NP® NP NP*'° NP°"%, M1'%° y M1'%,

En algunas realizaciones, el virus incluye un virus influenza reordenante (por ejemplo, un reordenante 6:2 6 7:1) que
tiene segmentos de genoma viral derivados de mas de una cepa de virus influenza. Por ejemplo, una vacuna de
virus influenza reordenante incluye favorablemente un antigeno de superficie HA y/o NA derivado de una cepa
seleccionada de influenza A o B, en combinacién con los segmentos genémicos internos de una cepa de virus
seleccionada por sus propiedades deseables con respecta a la producciéon de vacunas. A menudo, es deseable
seleccionar la cepa de influenza de la que se derivan los segmentos que codifican para HA y/o NA basandose en
predicciones de prevalencia local o0 mundial de cepas patégenas (por ejemplo, tal como se describié anteriormente).
En algunos casos, la cepa de virus que contribuye a los segmentos genémicos internos es una cepa de influenza
atenuada, adaptada al frio y/o sensible a la temperatura, por ejemplo, de A/Ann Arbor/6/60, B/Ann Arbor/1/66, o una
cepa de influenza modificada artificialmente por ingenieria genética que tiene una o mas sustituciones de
aminoacido que dan como resultado el fenotipo deseado, por ejemplo, virus influenza A que incluyen al menos una
mutaciéon que da como resultado una sustitucién de aminoacido en una posicion seleccionada de entre PB1%",
PB1°%', PB1%¢', PB2%° y NP* y virus influenza B que incluyen al menos una mutacion que da como resultado una
sustitucion de aminoacido en una posicidn seleccionada de entre PB2°%, PA*! PA*" NP>°, NP''*, NP*'?, NP°'°,
M1"%% y M1'®_ Por ejemplo, los virus reordenantes favorables incluyen virus influenza A modificados artificialmente
por ingenieria genética con una o mas sustituciones de aminoécido seleccionadas de entre PB1%°' (K391E), PB1°®
(E581G), PB1%®" (A661T), PB2®° (N265S) y NP** (D34G); ), virus influenza B que incluyen una o mas sustituciones
de amino&cido seleccionadas de entre PB2°% (S630R); PA™®' (V431M); PA*” (Y497H); NP> (T55A): NP'™ (V114A);
NP*'% (P410H); NP°'° (A510T); M1'%° (H159Q) y M1'®® (M183V).

Si se desea, los virus de la vacuna contra la gripe se inactivan tras la recuperacién.

También se dan a conocer plasmidos que son vectores de expresion bidireccionales. Los vectores de expresion
bidireccionales incorporan un primer promotor insertado entre un segundo promotor y un sitio de poliadenilacién, por
ejemplo, un sitio de poliadenilacion de SV40. En una realizacion, el primer promotor y el segundo promotor pueden
estar situados en orientaciones opuestas flanqueando al menos un sitio de clonacion. Un vector a modo de ejemplo
es el plasmido pAD3000, ilustrado en la figura 1.

En algunas realizaciones, se inserta al menos un segmento de un genoma de virus influenza en el sitio de clonacion,
por ejemplo, como un &cido nucleico bicatenario. Por ejemplo, un vector de la descripcion incluye un plasmido que
tiene un primer promotor insertado entre un segundo promotor y un sitio de poliadenilaciéon de SV40, en el que el
primer promotor y el segundo promotor estan situados en orientaciones opuestas flanqueando al menos un
segmento de un virus influenza.

También se dan a conocer kits que incluyen uno o mas vectores de expresion de la invencion. Normalmente, los kits
también incluyen uno o mas de: una linea celular que pueden soportar la replicacién de virus influenza, un tampdn,
un medio de cultivo, un conjunto de instrucciones, un material de envasado y un recipiente. En algunas
realizaciones, el kit incluye una pluralidad de vectores de expresion, incluyendo cada uno de ellos al menos un
segmento de un genoma de virus influenza. Por ejemplo, los kits que incluyen una pluralidad de vectores de
expresion incluyendo cada uno de los segmentos gendmicos internos de una cepa de virus seleccionada, por
ejemplo, seleccionada por sus propiedades deseables con respecto a la produccién o administracion de vacunas.
Por ejemplo, la cepa de virus seleccionada puede ser una cepa atenuada, adaptada al frio y/o sensible a la
temperatura, por ejemplo, A/Ann Arbor/6/60 o B/Ann Arbor/1/66, o una cepa alternativa con las propiedades
deseadas, tal como una cepa modificada artificialmente por ingenieria genética que tiene una o mas sustituciones de
aminoacido tal como se describe en el presente documento, por ejemplo, en la tabla 17. En una realizacion, el kit
incluye un vector de expresién que incorpora elementos de una biblioteca de acidos nucleicos que codifican para
antigenos HA y/o NA variantes.

También se dan a conocer cultivos celulares en crecimiento de manera productiva que incluyen al menos una célula
que incorpora una pluralidad de vectores que incluyen un genoma de virus influenza, a una temperatura inferior o
igual a 35°C. La composicion también puede incluir un medio de cultivo celular. En algunas realizaciones, la
pluralidad de vectores incluye vectores de expresiéon bidireccionales, por ejemplo, que comprenden un primer
promotor insertado entre un segundo promotor y un sitio de poliadenilacion de SV40. Por ejemplo, el primer
promotor y el segundo promotor pueden estar situados en orientaciones opuestas flanqueando al menos un
segmento de un virus influenza. Los cultivos celulares de la invencidn se mantienen a una temperatura inferior o
igual a 35°C, tal como entre aproximadamente 32°C y 35°C, normalmente entre aproximadamente 32°C y
aproximadamente 34°C, por ejemplo, a aproximadamente 33°C.

También se da a conocer un sistema de cultivo celular que incluye un cultivo celular en crecimiento de manera
productiva de al menos una célula que incorpora una pluralidad de vectores que comprenden a un genoma de virus
influenza, tal como se describié anteriormente, y un regulador para mantener el cultivo a una temperatura inferior o
igual a 35°C. Por ejemplo, el regulador mantiene favorablemente el cultivo celular a una temperatura de entre
aproximadamente 32°C y 35°C, normalmente de entre aproximadamente 32°C y aproximadamente 34°C, por
ejemplo, a aproximadamente 33°C.
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También se dan a conocer virus influenza recombinantes o reordenantes modificados artificialmente por ingenieria
genética que incluyen una o mas sustituciones de aminodcido que influyen en la sensibilidad a la temperatura, la
adaptacion al frio y/o la atenuacion. Por ejemplo, virus influenza A modificados artificialmente por ingenieria genética
que tienen una o mas sustituciones de aminoacido en una posicién seleccionada de entre: PB1%', PB1%®' pB1%¢",
PB2?%° y NP* vy virus influenza B modificados artificialmente por ingenieria_genética que tienen una o mas
sustituciones de aminoacido en una posicién seleccionada de entre PB2°%°, PA®! 'PA*" NP>, NP NP*'°, NP°'°,
M1™%° y M1'®8, Las realizaciones a modo de ejemplo incluyen virus influenza A con una cualquiera o mas de las
siguientes sustituciones de aminoacido: PB1*°" (K391E), PB1°®" (E581G), PB1%®' (A661T), PB2”®° (N265S) y NP*
(D34G); y virus influenza B con una cualquiera o mas de las siguientes sustituciones de aminoacido: PB2°%°
(S630R); PA®' (V431M); PA*" (Y497H); NP> (T55A); NP'™ (V114A); NP*'® (P410H); NP*'® (A510T); M1'™®
(H159Q) y M1'83 (M183V). En determinadas realizaciones, los virus incluyen una pluralidad de mutaciones, tales
como una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve sustituciones de aminoacido en posiciones identificadas
anteriormente. Por consiguiente, se dan a conocer virus influenza A modificados artificialmente por ingenieria
genética que tienen sustituciones de aminoacido en las cinco posiciones indicadas anteriormente, por ejemplo,
PB1%°' (K391E), PB1°®' (E5881G), PB1%" (A661T), PB2°®® (N265S) y NP** (D34G) y virus influenza B modificados
artificialmente por ingenieria genética que tienen sustituciones de aminoacido en ocho o las nueve de las posiciones
indicadas anteriormente, por ejemplo, PB2%%° (S630R); PA*®" (V431M); PA*" (Y497H); NP (T55A); NP'™ (V114A);
NP (P410H); NP°™® (A510T); M1™° (H159Q) y M1'®® (M183V). Ademas, los virus pueden incluir una o mas
sustituciones de aminoacido adicionales no enumeradas anteriormente.

En determinadas realizaciones, los virus influenza A modificados artificialmente por ingenieria genética son virus
influenza sensibles a la temperatura, virus influenza adaptados al frio y/o virus influenza atenuados. Por ejemplo, un
virus influenza sensible a la temperatura segun la invencién presenta normalmente una reduccién de entre
aproximadamente 2,0 y 5,0 logio en el crecimiento a 39°C en comparacion con un virus influenza de tipo natural. Por
ejemplo, un virus sensible a la temperatura presenta favorablemente una reduccion de al menos aproximadamente
2,0 log1o, al menos aproximadamente 3,0 logio, al menos aproximadamente 4,0 logio 0 al menos aproximadamente
4.5 logio en el crecimiento a 39°C en relacion con el de un virus influenza de tipo natural. Normalmente, pero no
necesariamente, un virus influenza sensible a la temperatura conserva caracteristicas de crecimiento robustas a
332C. Un virus influenza atenuado de la invencion presenta normalmente una reduccion de entre aproximadamente
2,0 y 5,0 log10 en el crecimiento en un ensayo de atenuacion en hurones en comparacién con un virus influenza de
tipo natural. Por ejemplo, un virus influenza atenuado de la invencién presenta una reduccién de al menos
aproximadamente 2,0 logio, con frecuencia de aproximadamente 3,0 logiy y favorablemente de al menos
aproximadamente 4,0 logio en el crecimiento en un ensayo de atenuacién en hurones en relacién con el virus
influenza de tipo natural.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1: llustracién del plasmido pAD3000
Figura 2: Micrografias de células infectadas

Figura 3: Analisis de genotipado de los virus reordenantes rMDV-A y H1N1 6:2 a partir de transfeccién con
plasmidos.

Figura 4: llustracion de un sistema de ocho plasmidos para la produccién de virus influenza B.

Figura 5: A y B. Caracterizacion de virus MDV-B recombinante mediante RT-PCR; C y D. Caracterizacion de
B/Yamanashi/166/98 recombinante mediante RT PCR.

Figura 6: Secuencia de pAD3000 en formato de GeneBank.
Figura 7: Alineacién de secuencias con MDV-B y ocho plasmidos.

Figura 8: Productos de RT-PCR derivados de amplificacién simultanea de segmentos HA y NA de cepas de
influenza B.

Figura 9: Gréfico de barras que ilustra titulos relativos de virus recombinante y reordenante.

Figura 10: Gréfico de barras que ilustra titulos relativos de virus reordenante a temperaturas permisivas y restrictivas
(sensibilidad a la temperatura).

Figura 11: Representacion grafica de virus reordenantes que incorporan mutaciones especificas (activacion) que se
correlacionan con sensibilidad a la temperatura (panel izquierdo) y titulos relativos a temperaturas permisivas y
restrictivas (sensibilidad a la temperatura) (panel derecho).
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Figura 12: Determinacién de mutaciones ts en un ensayo de minigenoma. A. Se transfectaron células HEp-2 con
PB1, PB2, PA, NP y pFlu-CAT, se incubaron a 33 6 39°C durante 18 h y se analizaron los extractos celulares para
determinar la expresién del gen indicador CAT. B. Expresion de ARNm de CAT mediante ensayo de extension con
cebador.

Figura 13: llustracion esquematica de recombinantes de genes triples con residuos de tipo natural en proteinas PA,
NPy M1.

Figura 14: Tabulacion del crecimiento de virus recombinantes de genes individuales y genes dobles.
Figura 15: Tabulacion de residuos de aminoacido de la nucleoproteina correspondientes a fenotipo no ts.

Figura 16: Diagrama esquematico de mutantes PR8 recombinantes. Las mutaciones introducidas en genes de PB1
y/o0 PB2 se indican mediante puntos rellenos.

Figura 17: Gréafico de barras que ilustra titulos relativos a 33°C y 39°C.

Figura 18: Fotomicrografias que ilustran la morfologia de placas de mutantes PR8 a diversas temperaturas. Se
infectaron células MDCK con virus tal como se indica y se incubaron a 33, 37 y 39°C durante tres dias. Se
visualizaron las placas de virus mediante inmunotincion y se fotografiaron.

Figura 19: Sintesis de proteinas a temperaturas permisivas y no permisivas. Se infectaron células MDCK con virus
tal como se indica y se incubaron a 33 6 39°C durante la noche. Se sometieron a electroforesis polipéptidos
radiomarcados en un SDS-PAGE y se sometieron a autorradiografia. Se indican las proteinas virales, HA, NP, M1 y
NS.

Figura 20: A. Graficos de lineas que ilustran la replicaciéon diferencial de MDV-A y MDV-B en células Per.C6 en
relacién con la replicacién en células MDCK; B. Grafico de lineas que ilustra la replicacion diferencial de
reordenantes génicos individuales de MDV-A en células Per.C6.

Descripcion detallada

La invencion se expone en las reivindicaciones. Muchas cepas de virus influenza patégenas solo crecen
escasamente en cultivo tisular, y no se han hecho crecer satisfactoriamente cepas adecuadas para la produccion de
vacunas de virus atenuados vivos (por ejemplo, virus influenza sensibles a la temperatura, adaptados al frio y/o
atenuados) en células cultivadas para la produccion comercial. La presente invenciéon proporciona un sistema de
transfeccion con multiples plasmidos que permite el crecimiento y la recuperacién de cepas de virus influenza que no
estan adaptadas para crecer en condiciones de cultivo celular convencionales.

En un primer aspecto, los métodos de la invencidn proporcionan vectores y métodos para producir un virus influenza
B recombinante en cultivo celular completamente a partir de ADN viral clonado. También se dan a conocer métodos
basados en parte en el desarrollo de condiciones de cultivo tisular que soportan el crecimiento de cepas de virus
(virus influenza tanto de la cepa A como de la cepa B) con propiedades deseables en relacion con la produccién de
vacunas (por ejemplo, fenotipo o patogenicidad atenuada, adaptacion al frio, sensibilidad a la temperatura, etc.) in
vitro en células cultivadas. Los virus influenza se producen introduciendo una pluralidad de vectores que incorporan
segmentos de genoma viral clonados en células huésped, y cultivando las células a una temperatura que no supera
los 35°C. Cuando se transfectan vectores que incluyen un genoma de virus influenza, pueden recuperarse virus
recombinantes adecuados como vacunas mediante procedimientos de purificacién convencionales. Usando el
sistema de vectores y los métodos dados a conocer en el presente documento, pueden producirse en cultivo tisular
de manera rapida y eficaz virus reordenantes que incorporan los seis segmentos génicos internos de una cepa
seleccionada por sus propiedades deseables con respecto a la produccion de vacunas, y los segmentos HA y NA
inmunogénicos de una cepa seleccionada, por ejemplo, patégena. Por tanto, el sistema y los métodos descritos en
el presente documento son Utiles para la produccién rapida en cultivo celular de virus influenza A y B recombinantes
y reordenantes, incluyendo virus adecuados para su uso como vacunas, incluyendo vacunas atenuadas vivas, tales
como vacunas adecuadas para administracion intranasal.

Normalmente, se selecciona una unica cepa de virus donador maestro (MDV) para cada uno de los subtipos A y B.
En el caso de una vacuna atenuada viva, la cepa de virus donador maestro se elige normalmente por sus
propiedades favorables, por ejemplo, sensibilidad a la temperatura, adaptacion al frio y/o atenuacion, en relaciéon con
la produccion de vacunas. Por ejemplo, las cepas donadoras maestras a modo de ejemplo incluyen tales cepas
sensibles a la temperatura, atenuadas y adaptadas al frio de A/Ann Arbor/6/60 y B/Ann Arbor/1/66, respectivamente.
La presente descripcion aclara las mutaciones subyacentes que dan como resultado los fenotipos ca, ts y att de
estas cepas de virus, y proporciona métodos para producir cepas de influenza novedosas adecuadas para su uso
como cepas donadoras en el contexto de la produccién de vacunas recombinantes y reordenantes.

Por ejemplo, se produce un virus donador maestro de tipo A (MDV-A) seleccionado, o un virus donador maestro de
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tipo B (MDV-B), a partir de una pluralidad de ADNc virales clonados que constituyen el genoma viral. En una
realizacién a modo de ejemplo, se producen virus recombinantes a partir de ocho ADNc virales clonados. Se clonan
ocho ADNc virales que representan cualquiera de las secuencias de MDV-A o MDV-B seleccionadas de PB2, PB1,
PA, NP, HA, NA, M y NS en un vector de expresién bidireccional, tal como un plasmido (por ejemplo, pAD3000), de
manera que el ARN genoémico viral puede transcribirse a partir de un promotor de ARN polimerasa | (pol 1) de una
hebra y los ARNm virales pueden sintetizarse a partir de un promotor de ARN polimerasa Il (pol Il) de la otra hebra.
Opcionalmente, puede modificarse cualquier segmento génico, incluyendo el segmento HA (por ejemplo, para
eliminar el sitio de escisién multibasico).

Entonces se recupera el virus MDV-A o MDV-B recombinante infeccioso tras la transfeccién de plasmidos que
portan los ocho ADNc virales en células huésped apropiadas, por ejemplo, células Vero, MDCK/293T o
MDCK/COS7 cocultivadas. Usando los plasmidos y métodos descritos en el presente documento, la invencion es
util, por ejemplo, para generar vacunas contra la gripe reordenantes 6:2 mediante la cotransfeccion de los 6 genes
internos (PB1, PB2, PA, NP, M y NS) de los virus seleccionados (por ejemplo, MDV-A, MDV-B) junto con el HA y NA
derivado de virus influenza de tipo (A o B) correspondientes diferentes. Por ejemplo, el segmento HA se selecciona
favorablemente de una cepa H1, H3 o B relevante desde el punto de vista patégeno, tal como se realiza de manera
rutinaria para la produccion de vacunas. De manera similar, el segmento HA puede seleccionarse de una cepa con
importancia emergente como cepa patdgena tal como una cepa H2 (por ejemplo, H2N2), una cepa H5 (por ejemplo,
H5N1) o una cepa H7 (por ejemplo, H7N7). También pueden producirse reordenantes que incorporan siete
segmentos gendmicos del MDV y cualquiera del gen de HA o NA de una cepa seleccionada (reordenantes 7:1).
Ademas, este sistema es Util para determinar la base molecular de las caracteristicas fenotipicas, por ejemplo, los
fenotipos atenuado (att), adaptado al frio (ca) y sensible a la temperatura (ts), relevantes para la produccion de
vacunas.

Definiciones

A menos que se defina otra cosa, se entiende que todos los términos cientificos y técnicos tienen el mismo
significado que el usado cominmente en la técnica a la que pertenecen. Para el fin de la presente invencién, se
definen a continuacion los siguientes términos:

Los términos “acido nucleico”, “polinucleétido”, “secuencia de polinucleétido” y “secuencia de acido nucleico” se
refieren a polimeros de ribonucle6tidos o desoxirribonucle6tidos monocatenarios o bicatenarios, o quimeras o
analogos de los mismos. Tal como se usan en el presente documento, el término incluye opcionalmente polimeros
de andlogos de nucledtidos que se producen de manera natural que tienen la naturaleza esencial de los nucleétidos
naturales porque se hibridan con &cidos nucleicos monocatenarios de manera similar a los nucleétidos que se
producen de manera natural (por ejemplo, acidos nucleicos peptidicos). A menos que se indique otra cosa, una
secuencia de acido nucleico particular de esta invencidon engloba secuencias complementarias, ademas de la
secuencia indicada explicitamente.

El término “gen” se usa ampliamente para referirse a cualquier &cido nucleico asociado con una funcién bioldgica.
Por tanto, los genes incluyen secuencias codificantes y/o las secuencias reguladoras requeridas para su expresion.
El término “gen” se aplica a una secuencia gendémica especifica, asi como a un ADNc o a un ARNm codificado por
esa secuencia genémica.

Los genes también incluyen segmentos de acido nucleico no expresados que, por ejemplo, forman secuencias de
reconocimiento para otras proteinas. Las secuencias reguladoras no expresadas incluyen “promotores” vy
“potenciadores”, a los que se unen proteinas reguladoras tales como factores de transcripcién, dando como
resultado la transcripcién de secuencias adyacentes o cercanas. Un promotor o potenciador “especifico de tejido” es
uno que regula la transcripcién en un tipo o tipos de tejido o tipo o tipos de células especifico(s).

El término “vector” se refiere a los medios mediante los cuales puede propagarse y/o transferirse un &cido nucleico
entre organismos, células o componentes celulares. Los vectores incluyen plasmidos, virus, bacteriéfagos, provirus,
fagémidos, transposones y cromosomas artificiales, y similares, que se replican de manera autbnoma o pueden
integrarse en un cromosoma de una célula huésped. Un vector también puede ser un polinucleétido de ARN
desnudo, un polinucleétido de ADN desnudo, un polinucleétido compuesto tanto por ADN como por ARN dentro de
la misma hebra, un ADN o ARN conjugado con poli-lisina, un ADN o ARN conjugado con péptidos, un ADN
conjugado con liposomas, o similares, que no son de replicacién autbnoma. Lo mas comiunmente, los vectores de la
presente invencion son plasmidos.

Un “vector de expresion” es un vector, tal como un plasmido, que puede promover la expresién, asi como la
replicacién de un acido nucleico incorporado en el mismo. Normalmente, el acido nucleico que va a expresarse
puede estar “operativamente unido” a un promotor y/o potenciador, y someterse al control de regulacion de la
transcripcion por el promotor y/o potenciador.

Un “vector de expresion bidireccional” normalmente se caracteriza por dos promotores alternativos orientados en
sentidos opuestos en relacion con un acido nucleico situado entre los dos promotores, de manera que puede
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iniciarse la expresion en ambas orientaciones dando como resultado, por ejemplo, la transcripcién de ARN tanto de
hebra positiva (+) o sentido, como de hebra negativa (-) o antisentido. Alternativamente, el vector de expresion
bidireccional puede ser un vector ambisentido, en el que el ARNm viral y el ARN gendmico viral (tal como un ARNCc)
se expresan a partir de la misma hebra.

En el contexto de la invencion, el término “aislado”, se refiere a un material biolégico, tal como un acido nucleico o
una proteina, que esté sustancialmente libre de los componentes que normalmente le acompafan o interaccionan
con el mismo en su entorno que se produce de manera natural. El material aislado comprende opcionalmente
material no encontrado con el material en su entorno natural, por ejemplo, una célula. Por ejemplo, si el material esta
en su entorno natural, tal como una célula, el material se ha situado en una ubicacién en la célula (por ejemplo,
genoma o elemento genético) no nativa con respecto a un material encontrado en ese entorno. Por ejemplo, un
acido nucleico que se produce de manera natural (por ejemplo, una secuencia codificante, un promotor, un
potenciador, etc.) se aisla si se introduce por medios que no se producen de manera natural en un locus del genoma
(por ejemplo, un vector, tal como un plasmido o vector de virus, o amplicon) no nativo con respecto a ese acido
nucleico. Tales &cidos nucleicos también se denominan &cidos nucleicos “heterélogos”.

El término “recombinante” indica que el material (por ejemplo, un acido nucleico o una proteina) que se ha alterado
artificial o sintéticamente (de manera no natural) por la intervencion humana. La alteracion puede realizarse en el
material dentro de, o retirado de, su estado o entorno natural. Especificamente, cuando se hace referencia a un
virus, por ejemplo, un virus influenza, el virus es recombinante cuando se produce mediante la expresién de un acido
nucleico recombinante.

El término “reordenante”, cuando se hace referencia a un virus, indica que el virus incluye componentes genéticos
y/o de polipéptido derivados de mas de una fuente o cepa viral original. Por ejemplo, un reordenante 7:1 incluye 7
segmentos gendmicos virales (0 segmentos génicos) derivados de un primer virus original y un Unico segmento
gendmico viral complementario, por ejemplo, que codifica para hemaglutinina o neuraminidasa, de un segundo virus
original. Un reordenante 6:2 incluye 6 segmentos gendémicos, Io mas comunmente los 6 genes internos de un primer
virus original, y dos segmentos complementarios, por ejemplo, hemaglutinina y neuraminidasa, de un virus original
diferente.

El término “introducido” cuando se hace referencia a un acido nucleico heterélogo o aislado se refiere a la
incorporacion de un &cido nucleico en una célula eucariota o procariota, en el que el &cido nucleico puede
incorporarse en el genoma de la célula (por ejemplo, cromosoma, plasmido, plastidio o ADN mitocondrial), puede
convertirse en un replicon autbnomo, o puede expresarse de manera transitoria (por ejemplo, ARNm transfectado).
El término incluye métodos tales como “infeccion”, “transfeccién”, “transformacién” y “transduccion”. En el contexto
de la invencién, puede emplearse electroporacion para introducir acidos nucleicos en células procariotas. Otros
métodos incluyen precipitacién con fosfato de calcio, transfeccion mediada por lipidos (lipofeccién), etc.

El término “célula huésped” significa una célula que contiene un acido nucleico heterélogo, tal como un vector, y que
soporta la replicacion y/o expresion del acido nucleico, y opcionalmente la produccion de uno o mas productos
codificados incluyendo un polipéptido y/o un virus. Las células huésped pueden ser células procariotas tales como E.
coli, o células eucariotas tales como células de levadura, insecto, anfibio, ave o mamifero, incluyendo células
humanas. Células huésped a modo de ejemplo en el contexto de la invencion son células Vero (de rifidbn de mono
verde africano). También se dan a conocer células Per.C6 (células retinianas embrionarias humanas), células BHK
(de rindn de cria de hamster), células primarias de rifdn de pollo (PCK), células de rifidn canino Madin-Darby
(MDCK), células de rifidn bovino Madin-Darby (MDBK), células 293 (por ejemplo, células 293T) y células COS (por
ejemplo, células COS1, COS?7). El término célula huésped engloba combinaciones o mezclas de células incluyendo,
por ejemplo, cultivos mixtos de diferentes tipos celulares o lineas celulares.

Los términos “sensible a la temperatura”, “adaptado al frio” y “atenuado” se conocen bien en la técnica. Por ejemplo,
el término “sensible a la temperatura” (“ts”) indica que el virus presenta una reduccién de 100 veces o mayor en el
titulo a 37°C en relacion con 33°C para cepas de influenza A, y que el virus presenta una reduccion de 100 veces o
mayor en el titulo a 37°C en relacion con 33°C para cepas de influenza B. Por ejemplo, el término “adaptado al frio”
(“ca”) indica que el virus presenta crecimiento a 25°C dentro de 100 veces su crecimiento a 33°C. Por ejemplo, el
término “atenuado” (“att”) indica que el virus se replica en las vias respiratorias superiores de hurones, pero no es
detectable en tejidos pulmonares, y no produce enfermedad de tipo gripe en el animal. Se entendera que los virus
con fenotipos intermedios, es decir, virus que presentan reducciones del titulo inferiores a 100 veces a 39°C (para
virus de la cepa A) o 37°C (para virus de la cepa B), que presentan crecimiento a 25°C que es mas de 100 veces su
crecimiento a 33°C (por ejemplo, dentro de 200 veces, 500 veces, 1000 veces, 10.000 veces menos), y/o presentan
crecimiento reducido en los pulmones en relacion con el crecimiento en las vias respiratorias superiores de hurones
(es decir, parcialmente atenuado) y/o enfermedad de tipo gripe reducida en el animal, que poseen una o mas de las
sustituciones de aminoacido descritas en el presente documento también son virus Utiles englobados por la
invencion. El crecimiento indica la cantidad viral tal como se indica mediante el titulo, el tamafo o la morfologia de
placas, la densidad de particulas u otras medidas conocidas por los expertos en la técnica.

La expresion “modificado artificialmente por ingenieria genética” se usa en el presente documento para indicar que
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el virus, el &cido nucleico viral o el producto codificado viralmente, por ejemplo, un polipéptido, una vacuna,
comprende al menos una mutacion introducida mediante métodos recombinantes, por ejemplo, mutagénesis dirigida
al sitio, mutagénesis por PCR, etc. La expresion “modificado artificialmente por ingenieria genética” cuando se hace
referencia a un virus (0 componente o producto viral) que comprende una o mas mutaciones de nucleétido y/o
sustituciones de aminodacido indica que el genoma viral o segmento genomico que codifica para el virus (o
componente o producto viral) no se deriva de fuentes que se producen de manera natural, tales como una cepa de
laboratorio existente previamente o que se produce de manera natural de virus producido mediante métodos no
recombinantes (tales como pases progresivos a 25°C), por ejemplo, una cepa A/Ann Arbor/6/60 o B/Ann Arbor/1/66
de tipo natural o adaptada al frio.

Virus influenza

El genoma de los virus influenza esta compuesto por ocho segmentos de &cido ribonucleico (ARN) de hebra lineal (-)
que codifica para las proteinas inmunogénicas hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), y seis polipéptidos
centrales internos: la nucleoproteina de la nucleocapsida (NP); proteinas de la matriz (M); proteinas no estructurales
(NS); y 3 proteinas ARN polimerasas (PA, PB1, PB2). Durante la replicacion, el ARN viral gendmico se transcribe
dando lugar a ARN mensajero de hebra (+) y ARNc gendmico de hebra (-) en el nucleo de la célula huésped. Cada
uno de los ocho segmentos gendmicos se empaqueta en complejos de ribonucleoproteinas que contienen, ademas
del ARN, NP y un complejo de polimerasa (PB1, PB2 y PA).

El ARN genémico viral correspondiente a cada uno de los ocho segmentos se inserta en un vector recombinante
para la manipulacién y produccién de virus influenza. Pueden emplearse una variedad de vectores, incluyendo
vectores virales, plasmidos, césmidos, fagos y cromosomas artificiales. Normalmente, para facilidad de
manipulacion, los segmentos gendmicos virales se insertan en un vector de plasmido, proporcionando uno 0 mas
origenes de replicacion funcionales en células bacterianas y eucariotas y, opcionalmente, un marcador conveniente
para examinar o seleccionar células que incorporan la secuencia del plasmido. Un vector a modo de ejemplo, el
plasmido pAD3000, se ilustra en la figura 1.

Lo mas comunmente, los vectores de plasmido de la invencion son vectores de expresion bidireccionales que
pueden iniciar la transcripcion del segmento genémico viral insertado en cualquier sentido, es decir, dando lugar a
moléculas de ARN viral tanto de hebra (+) como de hebra (-). Para efectuar la transcripcion bidireccional, se inserta
cada uno de los segmentos gendmicos virales en un vector que tiene al menos dos promotores independientes, de
manera que se transcriben copias de ARN gendémico mediante un primer promotor de ARN polimerasa (por ejemplo,
Pol 1), a partir de una hebra, y se sintetizan ARNm virales a partir de un segundo promotor de ARN polimerasa (por
ejemplo, Pol Il). Por consiguiente, los dos promotores se disponen en orientaciones opuestas flanqueando al menos
un sitio de clonacién (es decir, una secuencia de reconocimiento de enzimas de restriccion) preferiblemente un Gnico
sitio de clonacién, adecuado para la insercion de segmentos de ARN gendmico viral. Alternativamente, puede
emplearse un vector “ambisentido” en el que se transcriben el ARNm de hebra (+) y el ARN viral de hebra (-) (como
ARNC) a partir de la misma hebra del vector.

Vectores de expresion

El segmento gendmico del virus influenza que va a expresarse estd operativamente unido a una secuencia de
control de la transcripcién apropiada (promotor) para dirigir la sintesis de ARNm. Una variedad de promotores son
adecuados para su uso en vectores de expresion para regular la transcripcién de segmentos genémicos del virus
influenza. En determinadas realizaciones, por ejemplo, en las que el vector es el plasmido pAD3000, se utiliza el
promotor de ARN polimerasa Il (Pol Il) dependiente de ADN de citomegalovirus (CMV). Si se desea, por ejemplo,
para regular la expresion condicionada, pueden sustituirse otros promotores que inducen transcripcién de ARN en
las condiciones especificadas, 0 en las células o los tejidos especificados. Estan disponibles numerosos promotores
virales y de mamifero, por ejemplo, humanos, o pueden aislarse segun la aplicacion especifica contemplada. Por
ejemplo, los promotores alternativos obtenidos de los genomas de virus animales y humanos incluyen promotores
tales como los promotores de adenovirus (tal como adenovirus 2), papilomavirus, virus de la hepatitis B,
poliomavirus y virus de simio 40 (SV40), y diversos promotores retrovirales. Los promotores de mamifero incluyen,
entre muchos otros, el promotor de actina, promotores de inmunoglobulina, promotores de choque térmico, y
similares. Ademas, pueden emplearse promotores de bacteri6fagos conjuntamente con la ARN polimerasa
relacionada, por ejemplo, el promotor de T7.

La transcripcion se aumenta opcionalmente incluyendo una secuencia potenciadora. Los potenciadores
normalmente son elementos de ADN de actuacién en cis cortos, por ejemplo de 10-500 pb, que actian en
colaboracion con un promotor para aumentar la transcripcion. Se han aislado muchas secuencias potenciadoras de
genes de mamifero (hemoglobina, elastasa, albumina, alfa-fetoproteina e insulina) y virus de células eucariotas. El
potenciador puede someterse a corte y empalme en el vector en una posicién en 5’ 0 3’ con respecto a la secuencia
codificante heterdloga, pero normalmente se inserta en un sitio en 5’ con respecto al promotor. Normalmente, el
promotor, y si se desea, secuencias de potenciacién de la transcripcién adicionales se eligen para optimizar la
expresion en el tipo de célula huésped en el que va a introducirse el ADN heter6logo (Scharf et al. (1994) Heat
stress promotors and transcription factors Results Probl Cell Differ 20:125-62; Kriegler et al. (1990) Assembly of
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enhancers, promoters, and splice signals to control expression of transferred genes, Methods in Enzymol 185: 512-
27). Opcionalmente, el amplicén también puede contener un sitio de unién a ribosomas o un sitio interno de entrada
al ribosoma (IRES) para la iniciacion de la traslocacion.

Los vectores de la descripcion también incluyen favorablemente secuencias necesarias para la terminaciéon de la
transcripcion y para estabilizar el ARNm, tal como un sitio de poliadenilacién o una secuencia de terminacién. Tales
secuencias estan disponibles comdnmente a partir de las regiones no traducidas en 5’ y, ocasionalmente en 3’, de
ADN o ADNC eucariotas o virales. En una realizacion, por ejemplo, que implica el plasmido pAD3000, las
secuencias de poliadenilacion de SV40 proporcionan una sefial de poliadenilacion.

Ademas, tal como se describié anteriormente, los vectores de expresion incluyen opcionalmente uno o mas genes
marcadores seleccionables para proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccion de células huésped
transformadas. Ademas de los genes enumerados anteriormente, marcadores tales como dihidrofolato reductasa o
de resistencia a neomicina son adecuados para la seleccion en cultivo de células eucariotas.

Puede emplearse el vector que contiene la secuencia de ADN apropiada tal como se describié anteriormente, asi
como una secuencia de control o promotora apropiada, para transformar una célula huésped permitiendo la
expresion de la proteina. Aunque los vectores de la descripcién pueden replicarse en células bacterianas, lo mas
frecuentemente sera deseable introducirlos en células de mamifero, por ejemplo, células Vero, células BHK, células
MDCK, células 293, células COS, para el fin de expresion.

Elementos de expresién adicionales

Lo méas comunmente, el segmento genémico que codifica para una proteina de virus influenza incluye cualquier
secuencia adicional necesaria para su expresion, incluyendo traduccion dando lugar a una proteina viral funcional.
En otras situaciones, puede emplearse un minigén, u otro constructo artificial que codifica para las proteinas virales,
por ejemplo, una proteina HA o NA. En este caso, a menudo es deseable incluir sefiales de iniciacién especificas
que ayudan en la traduccion eficaz de la secuencia codificante heter6loga. Estas sefnales pueden incluir, por
ejemplo, el codoén de iniciacion ATG y secuencias adyacentes. Para garantizar la traduccién de todo el inserto, se
inserta el codén de iniciacion en el marco de lectura correcto en relacion con la proteina viral. Los codones de
iniciacion y elementos de transcripcion exégenos pueden ser de diversos origenes, tanto naturales como sintéticos.
La eficacia de la expresién puede potenciarse mediante la inclusion de potenciadores apropiados para el sistema
celular en uso.

Si se desea, pueden incorporarse en el vector secuencias de polinucleétido que codifican para elementos
expresados adicionales, tales como secuencias sefial, secuencias de secrecion o localizacion, y similares,
habitualmente, en marco con la secuencia de polinuclettido de interés, por ejemplo, para dirigir la expresion del
polipéptido a un compartimento celular, membrana u organulo deseado, o a los medios de cultivo celular. Tales
secuencias las conocen los expertos e incluyen péptidos lider de secrecion, secuencias de direccionamiento a
organulos (por ejemplo, secuencias de localizacion nuclear, sefiales de retencion en el RE, secuencias de transito
mitocondrial), secuencias de ubicacidn/anclaje en la membrana (por ejemplo, secuencias de detencion de la
transferencia, secuencias de anclaje GPI), y similares.

Vacuna de virus influenza

Histéricamente, las vacunas de virus influenza se han producido en huevos de gallina embrionados usando cepas de
virus seleccionadas basandose en predicciones empiricas de cepas relevantes. Mas recientemente, se han
producido virus reordenantes que incorporan antigenos seleccionados de hemaglutinina y neuraminidasa en el
contexto de una cepa maestra atenuada, sensible a la temperatura, aprobada. Tras el cultivo del virus a través de
multiples pases en huevos de gallina, se recupera el virus influenza y, opcionalmente, se inactiva, por ejemplo,
usando formaldehido y/o B-propiolactona. Sin embargo, la producciéon de la vacuna contra la gripe de este modo
tiene varios inconvenientes significativos. Los contaminantes que quedan de los huevos de gallina son altamente
antigénicos, pirégenos, y frecuentemente dan como resultado efectos secundarios significativos tras la
administracion. Y lo que es mas importante, las cepas designadas para la produccion deben seleccionarse y
distribuirse normalmente meses antes de la siguiente temporada de gripe para dar tiempo para la produccién e
inactivacion de la vacuna contra la gripe. Los intentos de producir vacunas recombinantes y reordenantes en cultivo
celular se han visto obstaculizados por la incapacidad de cualquiera de las cepas aprobadas para la produccién de
vacunas para crecer de manera eficaz en condiciones de cultivo celular convencionales.

Se da a conocer un sistema de vectores, y métodos para producir virus recombinantes y reordenantes en cultivo que
posibilitan producir rapidamente vacunas correspondientes a una o muchas cepas antigénicas seleccionadas de
virus. En particular, se proporcionan condiciones y cepas que dan como resultado la produccién eficaz de virus a
partir de un sistema de multiples plasmidos en cultivo celular. Opcionalmente, si se desea, los virus pueden
amplificarse adicionalmente en huevos de gallina.

Por ejemplo, no ha sido posible hacer crecer la cepa maestra de influenza B, B/Ann Arbor/1/66, en condiciones de
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cultivo celular convencionales, por ejemplo, a 37°C. En los métodos de la presente invencion, se introducen multiples
plasmidos, que incorpora cada uno un segmento de un genoma de virus influenza en células adecuadas, y se
mantienen en cultivo a una temperatura inferior o igual a 35°C. Normalmente, los cultivos se mantienen a entre
aproximadamente 32°C y 35°C, preferiblemente entre aproximadamente 32°C y aproximadamente 34°C, por
ejemplo, a aproximadamente 33°C.

Normalmente, los cultivos se mantienen en un sistema, tal como un incubador de cultivo celular, con humedad y CO-
controlados, a temperatura constante usando un regulador de temperatura, tal como un termostato para garantizar
que la temperatura no supera los 35°C.

Pueden obtenerse faciimente virus influenza reordenantes introduciendo un subconjunto de vectores
correspondientes a segmentos gendmicos de un virus influenza maestro, en combinacion con segmentos
complementarios derivados de cepas de interés (por ejemplo, variantes antigénicas de interés). Normalmente, las
cepas maestras se seleccionan basandose en propiedades deseables relevantes para la administracion de vacunas.
Por ejemplo, para la produccién de vacunas, por ejemplo, para la produccion de una vacuna atenuada viva, puede
seleccionarse la cepa de virus donador maestro para un fenotipo atenuado, adaptacién al frio y/o sensibilidad a la
temperatura. En este contexto, se seleccionan favorablemente la cepa de influenza A A/Ann Arbor/6/60 ca; la cepa
de influenza B B/Ann Arbor/1/66 ca; u otra cepa seleccionada por sus propiedades fenotipicas seleccionables, por
ejemplo, una cepa atenuada, adaptada al frio y/o sensible a la temperatura, tal como una cepa de influenza A
modificada artificialmente por ingenieria genética tal como se describe en el ejemplo 4; o una cepa de influenza B
modificada artificialmente por ingenieria genética que incorpora una o mas de las sustituciones de aminoacido
especificadas en la tabla 17, como cepas donadoras maestras.

En una realizacién, se transfectan plasmidos que incorporan los seis genes internos de la cepa de virus influenza
maestro (es decir, PB1, PB2, PA, NP, NB, M1, BM2, NS1 y NS2) en células huésped adecuadas en combinacion
con segmentos de hemaglutinina y neuraminidasa de una cepa antigénicamente deseable, por ejemplo, una cepa
que se prevé que provoca una infeccion por influenza local o global significativa. Tras la replicacion del virus
reordenante en cultivo celular a temperaturas apropiadas para una recuperacion eficaz, por ejemplo, igual o inferior
a 35°C, tal como entre aproximadamente 32°C y 35°C, por ejemplo entre aproximadamente 32°C vy
aproximadamente 34°C, o a aproximadamente 33°C, se recuperan virus reordenantes. Opcionalmente, el virus
recuperado puede inactivarse usando un agente de desnaturalizacion tal como formaldehido o B-propiolactona.

Vacunas de virus influenza atenuado, sensible a la temperatura y adaptado al frio

En un aspecto, la presente descripcion se basa en la determinacion de las mutaciones que subyacen al fenotipo ts
en las cepas donadoras maestras preferidas del virus. Para determinar la importancia funcional de cambios de un
unico nucledtido en el genoma de la cepa MDV, se evaluaron virus reordenantes derivados de cepas altamente
relacionadas dentro del linaje A/AA/6/60 para determinar su sensibilidad a la temperatura. La naturaleza isogénica
de las dos cepas originales permite la evaluacién de cambios de un Unico nucleétido sobre el fenotipo ts. Por
consiguiente, se mapea la base genética para el fenotipo ts de MDV-A al nivel de nucleétidos para determinar
residuos de amino&cido especificos dentro de PB1, PB2 y NP.

Los intentos anteriores de mapear la base genética del fenotipo ts de A/AA/6/60 ca utilizaron técnicas clasicas de
coinfeccion/reordenantes para crear genes reordenantes Unicos y multiples entre A/AA/6/60 y una cepa de tipo
natural no relacionada. Estos estudios sugirieron que tanto PB2 como PB1 contribuian al fenotipo ts (Kendal et al.
(1978) Biochemical characteristics of recombinant viruses derived at sub-optimal temperatures: evidence that ts
lesions are present in RNA segments 1 and 3, and that RNA 1 codes for the virion transcriptase enzyme, pags. 734-
743. En B. W. J. Mahy, y R.D. Barry (ed.) Negative Strand Viruses, Academic Press; Kendal et al. (1977)
Comparative studies of wild-type and cold mutant (temperature sensitive) influenza viruses: genealogy of the matrix
(M) and the non-structural (NS) proteins in recombinant cold-adapted H3N2 viruses, J Gen Virol 37:145-159; Kendal
et al. (1979) Comparative studies of wild-type and cold-mutant (temperature sensitive) influenza viruses: independent
segregation of temperature-sensitivity of virus replication from temperature-sensitivity of virion transcriptase activity
during recombination of mutant A/Ann Arbor/6/60 with wild-type H3N2 strains, J Gen Virol 44:443-4560; Snyder et al.
(1988) Four viral genes independently contribute to attenuation of live influenza A/Ann Arbor/6/60 (H2N2) cold-
adapted reassortant virus vaccines, J Virol 62:488-95). Sin embargo, la interpretacién de estos estudios se vio
confundida por los efectos de constelacion, que se producian mezclando segmentos génicos de dos cepas de
influenza A divergentes. Podian haberse producido interacciones debilitadas a través de cambios entre los
segmentos génicos A/AA/6/60 y de tipo natural distintos a los implicados especificamente en la expresién del
fenotipo ts a partir del antecedente de A/AA/6/60. También se mostr6 que los efectos de constelacion confundian la
interpretacién de la asociacion del segmento génico M con el fenotipo att (Subbarao et al. (1992) The attenuation
fenotype conferred by the M gene of the influenza A/Ann Arbor/6/60 cold-adapted virus (H2N2) on the A/Korea/82
(H3N2) reassortant virus results from a gene constellation effect, Virus Res 25:37-50).

Las mutaciones que dan como resultado sustituciones de aminoacido en las posiciones PB1%°', PB1°%' PB1%',

PB2?®° y NP se identifican como funcionalmente importantes a la hora de conferir el fenotipo sensible a la
temperatura en el virus de la cepa MDV-A. Tal como entenderan los expertos en la técnica, las mutaciones en
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nucledtidos en las posiciones PB1''%°, PB1'7%¢ pB129%° PB2%' y NP'*® designan sustituciones de aminoacido en
PB1%°', PB1°®', PB1%®' PB2%° y NP%*, respectivamente. Por tanto, se da a conocer cualquier sustitucion de
nucleétido que da como resultado aminoacidos sustituidos en estas posiciones. Las mutaciones a modo de ejemplo
PB1%" (K391E), PB1°®' (E581G), PB1%®' (A661T), PB2°®° (N265S) y NP* (D34G), de manera individual, y mas
preferiblemente en combinacién, dan como resultado un fenotipo sensible a la temperatura. La reversion simultanea
de estas mutaciones al tipo natural suprime el fenotipo ts, mientras que la introduccién de estas mutaciones en un
antecedente de tipo natural da como resultado un virus con un fenotipo ts. De manera consecuente con la
estabilidad de estos fenotipos durante el pase del virus, ningin cambio Unico puede revertir de manera individual el
perfil de sensibilidad a la temperatura del virus resultante con respecto al del tipo natural. Mas bien, estos cambios
parecen actuar unos en colaboracién con los otros para expresar completamente el fenotipo ts. Este descubrimiento
permite la modificacion por ingenieria genética de cepas adicionales de virus influenza A sensible a la temperatura
adecuadas para virus donadores maestros para la produccién de vacunas contra la gripe atenuadas vivas.

Las sustituciones de aminodcidos individuales en una cepa B de virus donador maestro se correlacionan con el
fenotipo ts tal como se ilustra en la tabla 17. Por tanto, los métodos presentados en el presente documento estan
adaptados para producir cepas de influenza B novedosas con fenotipos sensible a la temperatura, y opcionalmente
atenuado y/o adaptado al frio introduciendo una o mas mutaciones especificadas en un genoma de influenza B. Por
ejemplo, se introducen una o mas mutaciones que dan como resultado una sustitucion de aminoacido en una
posicion seleccionada de entre PB2°%%; PA®'; PA*; NP%°; NP'™; NP*'%; NP°'%; M1'°° y M1'% en un genoma de
cepa de influenza B para producir un virus influenza B sensible a la temperatura. Las sustituciones de aminoacido a
modo de ejemplo incluyen las siguientes: PB2°%° (S630R); PA*' (V431M); PA*" (Y497H); NP® (T55A); NP'™
(V114A); NP*'° (P410H); NP°'° (A510T); M1 (H159Q) y M1'® (M183V).

La descripcién proporciona cepas de influenza que incluyen las mutaciones dadas a conocer en el presente
documento, por ejemplo, cualquier virus influenza A con una sustitucién de aminoacido en relacién con el tipo natural
en una o mas posiciones seleccionadas de entre: PB1%", PB1°®' PB1%¢' PB2?°° y NP** 0 cualquier virus influenza B
con una sustitucion de aminoacido en relacién con el tipo natural en una o mas posiciones seleccionadas de entre:
PB2%%%; PA*T; PA*7; NP%%; NP NP*'%; NP®': M1'%% y M1, con la condicion de que las cepas A/Ann Arbor/6/60
ca y B/Ann Arbor/1/66 no se consideren una caracteristica de la presente invencion. En determinadas realizaciones
preferidas, los virus influenza A incluyen una pluralidad de mutaciones (por ejemplo, dos, o tres, o cuatro, o cinco, 0
mas mutaciones) seleccionadas de entre PB1*°' (K391E), PB1°®' (E581G), PB1°®' (A661T), PB2°%° (N265S) y NP>
(D34G); y los virus influenza B incluyen una pluralidad de mutaciones seleccionadas de entre PB2°%° (S630R); PA*!
(V431M); PA*" (Y497H); NP (T55A); NP'™ (V114A); NP*'® (P410H); NP°'® (A510T); M1 (H159Q) y M1'®
(M183V), respectivamente. Por ejemplo, ademas de proporcionar virus con fenotipos deseados relevantes para la
produccion de vacunas, los virus con un subconjunto de mutaciones, por ejemplo, 1, 0 2, 0 3, 0 4, 0 5 mutaciones
seleccionadas, son Utiles en aclarar la contribuciéon de mutaciones adicionales al fenotipo del virus. En determinadas
realizaciones, los virus influenza incluyen al menos un nucleétido adicional no de tipo natural (por ejemplo, que da
como resultado posiblemente una sustitucion de aminoacido adicional), que depura opcionalmente el fenotipo
deseado o confiere un atributo fenotipico deseable adicional.

Cultivo celular

Normalmente, la propagacion del virus se lleva a cabo en las composiciones de medios en que la célula huésped se
cultiva comdnmente. Las células huésped adecuadas para la replicacion de virus influenza incluyen, por ejemplo,
células Vero, células Per.C6, células BHK, células MDCK, células 293 y células COS, incluyendo células 293T,
células COS7. Comunmente, se emplean cocultivos que incluyen dos de las lineas celulares anteriores, por ejemplo,
células MDCK y o bien células 293T o bien células COS a una razén, por ejemplo, de 1:1, para mejorar la eficacia de
replicacién. Normalmente, las células se cultivan en un medio de cultivo comercial convencional, tal como medio de
Eagle modificado por Dulbecco complementado con suero (por ejemplo, suero bovino fetal al 10%), o en medio libre
de suero, a concentracién de CO; y humedad controladas, adecuado para mantener el pH tamponado neutro (por
ejemplo, a pH de entre 7,0 y 7,2). Opcionalmente, el medio contiene antibiéticos para evitar el crecimiento
bacteriano, por ejemplo, penicilina, estreptomicina etc., y/o nutrientes adicionales, tales como L-glutamina, piruvato
de sodio, aminoacidos no esenciales, complementos adicionales para promover caracteristicas de crecimiento
favorables, por ejemplo, tripsina, B-mercaptoetanol, y similares.

Se han notificado extensamente procedimientos para mantener células de mamifero en cultivo y los conocen los
expertos en la técnica. Se proporcionan protocolos generales, por ejemplo, en Freshney (1983) Culture of Animal
Cells: Manual of Basic Technique, Alan R. Liss, Nueva York; Paul (1975) Cell and Tissue Culture, 52 ed., Livingston,
Edinburgh; Adams (1980) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Cell Culture for
Biochemists, Work and Burdon (eds.) Elsevier, Amsterdam. Los detalles adicionales en cuanto a procedimientos de
cultivo tisular de particular interés en la produccion de virus influenza in vitro incluyen, por ejemplo, Merten et al.
(1996) Production of influenza virus in cell cultures for vaccine preparation. En Cohen and Shafferman (eds) Novel
Strategies in Design and Production of Vaccines, que se incorpora en el presente documento en su totalidad.
Adicionalmente, se determinan facilmente variaciones en tales procedimientos adaptados a la presente invencion a
través de experimentacion de rutina.
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Pueden cultivarse células para la produccion de virus influenza B en medio que contiene suero o libre de suero. En
algun caso, por ejemplo, para la preparacion de virus purificados, es deseable hacer crecer las células huésped en
condiciones libres de suero. Las células pueden cultivarse a pequefia escala, por ejemplo, menos de 25 ml de
medio, en tubos o frascos de cultivo o en grandes frascos con agitacion, en botellas giratorias o en perlas
microportadoras (por ejemplo, perlas microportadoras de DEAE-Dextrano, tales como Dormacell, Pfeifer & Langen;
Superbead, Flow Laboratories; perlas de copolimero de estireno-trimetilamina, tales como Hillex, SoloHill, Ann
Arbor) en frascos, botellas o cultivos en reactor. Las perlas microportadoras son pequenas esferas (en el intervalo de
100-200 micrémetros de didmetro) que proporcionan una gran area superficial para el crecimiento celular adherente
por volumen de cultivo celular. Por ejemplo, un solo litro de medio puede incluir mas de 20 millones de perlas
microportadoras que proporcionan mas de 8000 centimetros cuadrados de superficie de crecimiento. Para la
produccion comercial de virus, por ejemplo, para la produccion de vacunas, a menudo es deseable cultivar las
células en un biorreactor o fermentador. Los biorreactores estan disponibles en volimenes de desde menos de 1
litro hasta mas de 100 litros, por ejemplo, biorreactor Cyto3 (Osmonics, Minnetonka, MN); biorreactores NBS (New
Brunswick Scientific, Edison, N.J.); biorreactores a escala de laboratorio y comercial de B. Braun Biotech
International (B. Braun Biotech, Melsungen, Alemania).

Independientemente del volumen de cultivo, en el contexto de la presente invencion, es importante que los cultivos
se mantengan a una temperatura inferior o igual a 35°C, para garantizar la recuperacion eficaz del virus influenza
recombinante y/o reordenante usando el sistema de multiples plasmidos descrito en el presente documento. Por
ejemplo, las células se cultivan a una temperatura de entre aproximadamente 32°C y 35°C, normalmente a una
temperatura de entre aproximadamente 32°C y aproximadamente 34°C, habitualmente a aproximadamente 33°C.

Normalmente, se emplea un regulador, por ejemplo, un termostato, u otro dispositivo para detectar y mantener la
temperatura del sistema de cultivo celular para garantizar que la temperatura no supera los 35°C durante el periodo
de replicacion del virus.

Introduccién de vectores en células huésped

Se introducen favorablemente vectores de plasmido que incorporan un virus influenza B en células Vero usando
electroporacion segun el siguiente procedimiento. En resumen, se resuspenden 5 x 10° células Vero, por ejemplo,
hechas crecer en medio de Eagle modificado (MEM) complementado con suero bovino fetal (FBS) al 10% en 0,4 ml
de OptiMEM y se colocan en una cubeta de electroporaciéon. Se afaden veinte microgramos de ADN en un volumen
de hasta 25 ul a las células en la cubeta, que entonces se mezclan suavemente mediante ligeros golpes. Se realiza
la electroporacién segun las instrucciones del fabricante (por ejemplo, BioRad Gene Pulser Il con Capacitance
Extender Plus conectado) a 300 voltios, 950 microfaradios con una constante de tiempo de entre 28-33 ms. Se
vuelven a mezclar las células mediante ligeros golpes y aproximadamente 1-2 minutos tras la electroporacion se
anaden 0,7 ml de MEM con FBS al 10% directamente a la cubeta. Entonces se transfieren las células a dos pocillos
de una placa de cultivo tisular de 6 pocillos convencional que contiene 2 ml de MEM, FBS al 10% u OPTI-MEM sin
suero. Se lava la cubeta para recuperar cualquier célula restante y se divide la suspensién de lavado entre los dos
pocillos. El volumen final es de aproximadamente 3,5 ml. Entonces se incuban las células en condiciones permisivas
para el crecimiento viral, por ejemplo, a aproximadamente 33°C para las cepas adaptadas al frio.

Recuperacion de virus

Normalmente se recuperan los virus del medio de cultivo, en el que se han hecho crecer células infectadas
(transfectadas). Normalmente se clarifica medio en bruto antes de la concentracion de los virus influenza. Los
métodos comunes incluyen filtracion, ultrafiltracion, adsorcion en sulfato de bario y elucién, y centrifugacién. Por
ejemplo, en primer lugar puede clarificarse el medio en bruto procedente de cultivos infectados mediante
centrifugacion a, por ejemplo, 1000-2000 x g durante un tiempo suficiente para retirar residuos celulares y otra
materia particulada grande, por ejemplo, entre 10 y 30 minutos. Alternativamente, el medio se filtra a través de un
filtro de acetato de celulosa de 0,8 um para retirar las células intactas y otra materia particulada grande.
Opcionalmente, se centrifuga entonces el sobrenadante del medio clarificado para sedimentar los virus influenza, por
ejemplo, a 15.000 x g, durante aproximadamente 3-5 horas. Tras la resuspension del sedimento de virus en un
tampon apropiado, tal como STE (Tris-HCI 0,01 M; NaCl 0,15 M; EDTA 0,0001 M) o solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) a pH 7,4, el virus se concentra mediante centrifugacion en gradiente de densidad en sacarosa (60%-
12%) o tartrato de potasio (50%-10%). Son adecuados gradientes o bien continuos o bien por etapas, por ejemplo,
un gradiente de sacarosa de entre el 12% y el 60% en cuatro etapas del 12%. Los gradientes se centrifugan a una
velocidad y durante un tiempo suficientes para que los virus se concentren en una banda visible para su
recuperacion. Alternativamente, y para la mayoria de las aplicaciones comerciales a gran escala, virus se somete a
elutriacién en gradientes de densidad usando un rotor de centrifuga zonal que funciona en modo continuo. Se
proporcionan detalles adicionales suficientes para guiar a un experto a través de la preparacion de virus influenza a
partir de cultivo tisular, por ejemplo, en Furminger. Vaccine Production, en Nicholson et al. (eds) Textbook of
Influenza, pags. 324-332; Merten et al. (1996) Production of influenza virus in cell cultures for vaccine preparation, en
Cohen & Shafferman (eds) Novel Strategies in Design and Production of Vaccines, pags. 141-151, y la patente
estadounidense n.? 5.690.937. Si se desea, los virus recuperados pueden almacenarse a -80°C en presencia de
sacarosa-fosfato-glutamato (SPG) como estabilizador.
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Métodos y composiciones para la administracién profilactica de vacunas

Los virus recombinantes y reordenantes dados a conocer en el presente documento pueden administrarse de
manera profilactica en un portador o excipiente apropiado para estimular una respuesta inmunitaria especifica para
una o mas cepas de virus influenza. Normalmente, el portador o excipiente es un portador o excipiente
farmacéuticamente aceptable, tal como agua estéril, soluciéon salina acuosa, soluciones salinas tamponadas
acuosas, disoluciones de dextrosa acuosas, disoluciones de glicerol acuosas, etanol, liquido alantoideo procedente
de huevos de gallina no infectados (es decir, liquido alantoideo normal “NAF”) o combinaciones de los mismos. La
preparacion de tales disoluciones garantizando esterilidad, pH, isotonicidad y estabilidad se efectia segun
protocolos establecidos en la técnica. Generalmente, se selecciona un portador o excipiente para minimizar los
efectos alérgicos u otros no deseados, y para adecuarse a la via de administracion particular, por ejemplo,
subcutanea, intramuscular, intranasal, etc.

Generalmente, los virus influenza de la descripcion se administran en una cantidad suficiente para estimular una
respuesta inmunitaria especifica para una o mas cepas de virus influenza. Preferiblemente, la administracion de
virus influenza provoca una respuesta inmunitaria protectora. Los expertos en la técnica conocen dosificaciones y
métodos para provocar una respuesta inmunitaria protectora contra una o mas cepas de influenza. Por ejemplo, se
proporcionan virus influenza inactivados en el intervalo de aproximadamente 1-1000 HIDso (dosis infecciosa
humana), es decir, aproximadamente 10° - 10® ufp (unidades formadoras de placas) por dosis administrada.
Alternativamente, se administran aproximadamente 10-50 ug, por ejemplo, aproximadamente 15 ug de HA sin un
adyuvante, administrandose dosis mas pequefias con un adyuvante. Normalmente, la dosis se ajustara dentro de
este intervalo basandose en por ejemplo, la edad, el estado fisico, el peso corporal, el sexo, la dieta, el tiempo de
administracién y otros factores clinicos. La formulacion de vacuna profilactica se administra de manera sistémica,
por ejemplo, mediante inyeccion subcutanea o intramuscular usando una aguja y una jeringa, o un dispositivo de
inyeccion sin aguja. Alternativamente, la formulacion de vacuna se administra por via intranasal, o bien mediante
gotas, aerosol de particulas grandes (mayores de aproximadamente 10 micrémetros) o bien pulverizacién en el
tracto respiratorio superior. Aunque cualquiera de las vias de administracion anteriores da como resultado una
respuesta inmunitaria sistémica protectora, la administracién intranasal confiere el beneficio afiadido de provocar
inmunidad en la mucosa en el sitio de entada del virus influenza. Para la administracion intranasal, a menudo se
prefieren vacunas de virus vivo atenuado, por ejemplo, un virus influenza recombinante o reordenante atenuado,
adaptado al frio y/o sensible a la temperatura. Aunque se prefiere la estimulacién de una respuesta inmunitaria
protectora con una Unica dosis, pueden administrarse dosificaciones adicionales, mediante la misma via o una
diferente, para lograr el efecto profilactico deseado.

Alternativamente, puede estimularse una respuesta inmunitaria mediante la seleccién como diana ex vivo o in vivo
de células dendriticas con virus influenza. Por ejemplo, se exponen células dendriticas en proliferaciéon a virus en
una cantidad suficiente y durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la captura de los antigenos de
influenza por las células dendriticas. Entonces se transfieren las células al sujeto que va a vacunarse mediante
métodos de trasplante intravenoso convencionales.

Opcionalmente, la formulacién para la administraciéon profilactica del virus influenza, o subunidades del mismo,
también contiene uno 0 mas adyuvantes para potenciar la respuesta inmunitaria a los antigenos de influenza. Los
adyuvantes adecuados incluyen: saponina, geles minerales tales como hidréxido de aluminio, sustancias
tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite o hidrocarburo,
bacilo de Calmette-Guerin (BCG), Corynebacterium parvumy los adyuvantes sintéticos QS-21 y MF59.

Si se desea, la administracion profilactica de virus influenza puede realizarse conjuntamente con la administracién
de una o mas moléculas inmunoestimuladoras. Las moléculas inmunoestimuladoras incluyen diversas citocinas,
linfocinas y quimiocinas con actividades inmunoestimuladoras, inmunopotenciadoras y proinflamatorias, tales como
interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-12, IL-13); factores de crecimiento (por ejemplo, factor estimulante
de colonias (CSF) de granulocitos-macrofagos (GM)); y otras moléculas inmunoestimuladoras, tales como factor
inflamatorio de macréfagos, ligando de FIt3, B7.1; B7.2, etc. Las moléculas inmunoestimuladoras pueden
administrarse en la misma formulacién que el virus influenza, o pueden administrarse por separado. Puede
administrarse o bien la proteina o bien un vector de expresion que codifica para la proteina para producir un efecto
inmunoestimulador.

En otra realizacién, los vectores de la descripcion que incluyen segmentos gendmicos de influenza pueden
emplearse para introducir acidos nucleicos heterélogos en un organismo huésped o célula huésped, tal como una
célula de mamifero, por ejemplo, células derivadas de un sujeto humano, en combinaciéon con un portador o
excipiente farmacéutico adecuado tal como se describié anteriormente. Normalmente, se inserta el acido nucleico
heterélogo en una regién no esencial de un gen o segmento génico, por ejemplo, el gen M del segmento 7. La
secuencia de polinucleotido heterdloga puede codificar para un polipéptido o péptido, o para un ARN tal como un
ARN antisentido o ribozima. Entonces se introduce el acido nucleico heterélogo en un huésped o en células huésped
produciendo virus recombinantes que incorporan el acido nucleico heterélogo, y se administran los virus tal como se
describi6 anteriormente.
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Alternativamente, puede introducirse un vector que incluye un acido nucleico heterélogo y expresarse en células
huésped cotransfectando el vector en una célula infectada con un virus influenza. Opcionalmente, se devuelven o se
administran las células al sujeto, normalmente al sitio del que se obtuvieron. En algunas aplicaciones, las células se
injertan en un sitio de tejido, 6rgano o sistema (tal como se describié anteriormente) de interés, usando
procedimientos establecidos de transferencia o injerto de células. Por ejemplo, pueden administrarse células madre
del linaje hematopoyético, tales como células madre hematopoyéticas derivadas de médula 6sea, sangre de corddn
umbilical o sangre periférica a un sujeto usando técnicas convencionales de administracion o transfusion.

Alternativamente, pueden administrarse los virus que comprenden un &cido nucleico heter6logo a las células de un
sujeto in vivo. Normalmente, tales métodos implican la administracién de particulas de vector a una poblacion de
células diana (por ejemplo, células sanguineas, células cutaneas, células hepaticas, células neuronales (incluyendo,
cerebro), células renales, células uterinas, células musculares, células intestinales, células de cuello uterino, células
vaginales, células de préstata, etc., asi como células tumorales derivadas de una variedad de células, tejidos y/u
6rganos. La administracién puede ser o bien sistémica, por ejemplo, mediante administracién intravenosa de
particulas virales, o bien mediante administracién de las particulas virales directamente al sitio o sitios de interés
mediante una variedad de métodos, incluyendo inyeccién (por ejemplo, usando una ajuga o jeringa), administracion
de vacuna sin aguja, administracién tépica, o presionando contra un sitio de tejido, érgano o piel. Por ejemplo, las
particulas de vector viral pueden administrarse mediante inhalacion, por via oral, por via intravenosa, por via
subcutanea, por via subdérmica, por via intradérmica, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via
intratecal, mediante administracion vaginal o rectal, o colocando las particulas virales dentro de una cavidad u otro
sitio del organismo, por ejemplo, durante cirugia.

Los métodos descritos anteriormente son Utiles para tratar terapéutica y/o profilacticamente una enfermedad o
trastorno introduciendo un vector de la invencion que comprende un polinucleétido heterélogo que codifica para un
polipéptido (o péptido) o ARN (por ejemplo, un ARN antisentido o ribozima) terapéutica o profilacticamente eficaz en
una poblacién de células diana in vitro, ex vivo o in vivo. Normalmente, el polinucledtido que codifica para el
polipéptido (o péptido), o ARN, de interés esté unido operativamente a secuencias reguladoras apropiadas tal como
se describi6 anteriormente en las secciones tituladas “Vectores de expresion” y “Elementos de expresién
adicionales”. Opcionalmente, se incorpora mas de una secuencia codificante heteréloga en un Unico vector o virus.
Por ejemplo, ademas de un polinucleétido que codifica para un polipéptido o ARN terapéutica o profilacticamente
activo, el vector también puede incluir polipéptidos terapéuticos o profilacticos adicionales, por ejemplo, antigenos,
moléculas coestimuladoras, citocinas, anticuerpos, etc., y/o marcadores y similares.

Los métodos y vectores dados a conocer en el presente documento pueden usarse para ftratar terapéutica o
profilacticamente una amplia variedad de trastornos, incluyendo trastornos genéticos y adquiridos, por ejemplo,
como vacunas para enfermedades infecciosas, debidas a virus, bacterias y similares.

Kits

Para facilitar el uso de los vectores y sistemas de vectores dados a conocer en el presente documento, puede
envasarse cualquiera de los vectores, por ejemplo, plasmidos de virus influenza consenso, plasmidos de polipéptido
de influenza variantes, plasmidos de biblioteca de polipéptidos de influenza, etc., y componentes adicionales tales
como tampédn, células, medio de cultivo, Utiles para el envasado y la infeccion del virus influenza para fines
experimentales o terapéuticos, en forma de un kit. Normalmente, el kit contiene, ademas de los componentes
anteriores, materiales adicionales que pueden incluir, por ejemplo, instrucciones para realizar los métodos de la
invencion, material de envasado, y un recipiente.

Manipulacién de acidos nucleicos y proteinas virales

Pueden manipularse &cidos nucleicos y/o proteinas de virus influenza segun técnicas de biologia molecular bien
conocidas. Protocolos detallados para numerosos de tales procedimientos, incluyendo amplificacion, clonacién,
mutagénesis, transformacion, y similares, se describen, por ejemplo, en Ausubel et al. Current Protocols in Molecular
Biology (con suplementos hasta 2000) John Wiley & Sons, Nueva York (“Ausubel”’); Sambrook et al. Molecular
Cloning - A Laboratory Manual (22 ed.), vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York,
1989 (“Sambrook”), y Berger y Kimmel Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, volumen
152, Academic Press, Inc., San Diego, CA (“Berger”).

Ademas de las referencias anteriores, se encuentran protocolos para técnicas de amplificacion in vitro, tales como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la reaccion en cadena de la ligasa (LCR), amplificacion mediante Q-
replicasa y otras técnicas mediadas por ARN polimerasa (por ejemplo, NASBA), utiles por ejemplo, para amplificar
sondas de ADNc de la invencién, en Mullis ef al. (1987) patente estadounidense n.? 4.683.202; PCR Protocols A
Guide to Methods and Applications (Innis et al. eds) Academic Press Inc. San Diego, CA (1990) (“Innis”); Arnheim y
Levinson (1990) C&EN 36; The Journal Of NIH Research (1991) 3:81; Kwoh et al. (1989) Proc Natl Acad Sci USA
86, 1173; Guatelli et al. (1990) Proc Natl Acad Sci USA 87:1874; Lomell et al. (1989) J Clin Chem 35:1826;
Landegren et al. (1988) Science 241:1077; Van Brunt (1990). Biotechnology 8:291; Wu y Wallace (1989) Gene 4:
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560; Barringer et al. (1990) Gene 89:117, y Sooknanan y Malek (1995) Biotechnology 13:563. Los métodos
adicionales, Uutiles para clonar acidos nucleicos en el contexto de la presente invencion, incluyen Wallace et al.,
patente estadounidense n.% 5.426.039. Métodos mejorados de amplificacion de acidos nucleicos grandes mediante
PCR se resumen en Cheng et al. (1994) Nature 369:684 y las referencias en el mismo.

Pueden sintetizarse determinados polinucleétidos, por ejemplo, oligonucleétidos, utilizando diversas estrategias en
fase solida incluyendo quimica de acoplamiento con fosforamidita basada en mononucleétidos y/o trinucleétidos. Por
ejemplo, pueden sintetizarse secuencias de acido nucleico mediante la adicidon secuencial de mondmeros y/o
trimeros activados a una cadena de polinucleétido en elongacion. Véase, por ejemplo, Caruthers, M.H. et al. (1992)
Met Enzymol 211:3.

En lugar de sintetizar las secuencias deseadas, puede encargarse a medida esencialmente cualquier acido nucleico
de cualquiera de una variedad de fuentes comerciales, tales como The Midland Certified Reagent Company
(mcrc@oligos.com), The Great American Gene Company (www.genco.com), ExpressGen, Inc.
(www.expressgen.com), Operon Technologies, Inc. (www.operon.com), y muchas otras.

Ademas, pueden realizarse sustituciones de residuos de aminoacido seleccionados en polipéptidos virales mediante,
por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio. Por ejemplo, pueden producirse polipéptidos virales con sustituciones de
aminoacido correlacionadas funcionalmente con una caracteristica fenotipica deseable, por ejemplo, un fenotipo
atenuado, adaptacién al frio, sensibilidad a la temperatura, introduciendo mutaciones especificas en un segmento de
acido nucleico viral que codifica para el polipéptido. Los métodos para la mutagénesis dirigida al sitio se conocen
bien en la técnica, y se describen, por ejemplo, en Ausubel, Sambrook y Berger, citados anteriormente. Estan
disponibles comercialmente numerosos kits para realizar mutagénesis dirigida al sitio, por ejemplo, el kit de
mutagénesis dirigida al sitio Chameleon (Stratagene, La Jolla), y pueden usarse segun las instrucciones de los
fabricantes para introducir, por ejemplo, una 0 més sustituciones de aminoacido descritas en la tabla 6 o la tabla 17,
en un segmento gendémico que codifica para un polipéptido de influenza A o B, respectivamente.

Los ejemplos 1-8 y 10 son ejemplos de referencia.
Ejemplos

EJEMPLO 1: CONSTRUCCION DE pAD3000

Se modificd el plasmido pHW2000 (Hoffmann et al. (2000) A DNA transfection system for generation of influenza A
virus from eight plasmids, Proc Natl Acad Sci USA 97:6108-6113) para sustituir las sefiales de poliadenilacién de la
hormona de crecimiento bovina (BGH) por secuencias sefial de poliadenilacion derivadas de virus de simio 40
(SV40).

Se amplificaron secuencias derivados de SV40 con Taq MasterMix (Qiagen) usando los siguientes oligonucleétidos,
designados en el sentido de 5’ a 3”:

poliA.1: AACAATTGAGATCTCGGTCACCTCAGACATGATAAGATACATTGATGAGT (SEQ ID NO: 1)
poliA.2: TATAACTGCAGACTAGTGATATCCTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTA (SEQ ID NO: 2)

Se usd el plasmido pSV2His como molde. Se obtuvo un fragmento compatible con el producto de 175 pb
pronosticado y se cloné en pcDNA3.1, usando un vector de clonacién Topo TA (Invitrogen) segun las indicaciones
del fabricante. Se escindi6 el fragmento de 138 pb deseado que contenia las sefales de poliadenilacion de SV40 del
plasmido resultante con EcoRV y BstEll, se aisl6 en un gel de agarosa y se ligo entre los sitios Pvull y BstEIl tnicos
en pHW2000 usando técnicas convencionales (véase, por ejemplo, Ausubel, Berger, Sambrook). Se secuencio el
plasmido resultante, pAD3000 (figura 1) y se encontré que contenia el sitio de poliadenilacion de SV40 en la
orientacion correcta. Los nucledtidos 295-423 en pAD3000 corresponden a los nucledtidos 2466-2594,
respectivamente, en la cepa 777 de SV40 (AF332562).

EJEMPLO 2: SISTEMA DE OCHO PLASMIDOS PARA LA PRODUCCION DE MDV-A

Se ha usado comunmente una variante A/AA/6/60 de cepa de tipo A de virus influenza adaptado al frio como virus
donador maestro para la producciéon de vacunas de influenza A administradas por via nasal. Esta cepa es un virus
donador maestro (MDV) a modo de ejemplo en el contexto de la presente invencién. Por simplicidad, esta variante
A/AA/6/60 de cepa se designa en el presente documento MDV-A. Se extrajo el ARN viral de MDV-A usando el kit
RNeasy mini (Qiagen) y se amplificaron los ocho fragmentos de ADNc correspondientes mediante RT-PCR usando
los cebadores enumerados en la tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de los cebadores usados para clonar ocho segmentos de MDV-A

| SEQID. | Cebador | Secuencia (5’-3°)
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CEBADORES DIRECTOS DE MDV-A
SEQID NO: 3 Aarl PB2 largo | CAC TTA TAT TCA CCT GCC TCA GGG AGC GAA AGC AGG TC
SEQID NO: 4 BsmBI-PB1 TAT TCG TCT CAG GGA GCG AAA GCA GGC AAA
SEQID NO: 5 BsmBI-PA TAT TCG TCT CAG GGA GCG AAA GCA GGT ACT
SEQID NO: 6 BsmBI-NP TAT TCG TCT CAG GGA GCA AAA GCA GGG TAG A
SEQID NO: 7 Aarl HA-largo CAC TTA TAT TCA CCT GCC TCA GGG AGC AAA AGC AGG GG
SEQID NO: 8 BsmBI-NA TAT TCG TCT CAG GGA GCA AAA GCAGGA GTG A
SEQID NO: 9 BsmBI-M TAT TCG TCT CAG GGA GCA AAAGCAGGTAGAT
SEQID NO: 10 | BsmBI-NS TAT TCG TCT CAG GGA GCA AAA GCA GGG TGA
CEBADORES INVERSOS DE MDV-A
SEQID NO: 11 | Aarl PB2-largo | CCT AAC ATA TCA CCT GCC TCG TAT TAG TAG AAA CAA GGT CGT
T
SEQID NO: 12 | BsmBI-PB1 ATATCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAGGCATTT
SEQID NO: 13 | BsmBI-PA ATATCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAG GTACTT
SEQID NO: 14 | BsmBI-NP ATATCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAG GGT ATT
SEQ ID NO: 15 | Aarl HA-largo CCT AAC ATA TCA CCT GCC TCG TAT TAG TAG AAACAAGGGTGT T
SEQID NO: 16 | BsmBI-NA ATATCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAGGAG TTT
SEQID NO: 17 | BsmBI-M ATATCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAG GTAGTT
SEQID NO: 18 | BsmBI-NS ATATCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAG GGT GTT

Con la excepcion de los segmentos gendmicos de influenza que codifican para HA y PB2, que se amplificaron
usando los cebadores que contenian el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Aar |, los 6 genes
restantes se amplificaron con cebadores que contenian el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién BsmB
I. Se clonaron ambos fragmentos de ADNc de Aarl y BsmB | entre los dos sitios BsmB | del vector pAD3000.

El analisis de secuenciacion revelé que todos los fragmentos de ADNc clonados contenian mutaciones con respecto
a la secuencia de MDV-A consenso, que se introdujeron probablemente durante las etapas de clonacion. Las
mutaciones encontradas en cada segmento génico se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Mutaciones introducidas en

los clones de MDV-A en pAD3000

Segmento génico | Posiciones de mutacién (nt) Cambios de aminoacidos
PB2 A954(G/C/T), G1066A, T1580C, T1821C Silenciosa, de Gly a Ser, de Val a Ala,
Silenciosa

PB1 C1117T De Arg a terminacién

PA G742A, A1163G, A1615G, T1748C, | De Gly a Ser, de Asp a Gly, de Arg a Gly,
C2229del de Met a Thr, no codificante

HA A902C, C1493T De Asn a His, de Cys a Arg

NP C113A, T1008C De Thr a Asn, silenciosa

NA C1422T De Pro a Leu

M A191G De Thr a Ala

NS C38T Silenciosa

Todas las mutaciones se corrigieron de nuevo a la secuencia de MDV-A consenso usando un kit de mutagénesis
dirigida al sitio QuikChange (Stratagene) y cebadores de oligonucleétido sintéticos tal como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Cebadores usados para corregir las mutaciones en los clones de MDV-A

HJ67 PB2A954G 5/P/gcaagctgtggaaatatgcaagge (SEQ ID NO: 19)
HJ68 PB2A954G.as gccttgcatatttccacagcttge (SEQ ID NO: 20)
HJ69 PB2G1066A 5/P/gaagtgcttacgggcaatcticaaac (SEQ ID NO: 21)
PB2 HJ70 PB2G1066A.as gtttgaagattgcccgtaagcactic (SEQ ID NO: 22)
HJ71 PB2T1580A 5/P/cctgaggaggtcagtgaaacac (SEQ ID NO: 23)
HJ72 PB2T1580A.as gtgtttcactgacctcctcagg (SEQ ID NO: 24)
HJ73 PB21821C 5/P/gtttgttaggactctattccaac (SEQ ID NO: 25)
HJ74 PB21821C.as gttggaatagagtcctaacaaac (SEQ ID NO: 26)
PB1 HJ75 PB1C1117T gacagtaagctccgaacacaaatac (SEQ ID NO: 27)
HJ76 PB1C1117T.as gtatttgtgticggagcticatge (SEQ ID NO: 28)
HJ77 PA-G742A 5/P/cgaaccgaacggctacattgaggg (SEQ ID NO: 29)
HJ78 PA-G742A.as ccctcaatgtagcecgttcggticg (SEQ ID NO: 30)
HJ79 PA-A1163G 5/P/cagagaaggtagatttgacgactg (SEQ ID NO: 31)
HJ80 PA-A1163G.as cagtcgtcaaagtctaccttctctg (SEQ ID NO: 32)
PA HJ81 PA-A1615G 5/P/cactgacccaagactigagccac (SEQ ID NO: 33)
HJ82 PA-A1615G.as gtggctcaagtcttgggtcagtg (SEQ ID NO: 34)
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HJ83 PA-T1748C 5/P/caaagattaaaatgaaatggggaatg (SEQ ID NO: 35)
HJ84 PA-T1748C.as cattccccatttcattttaatctitg (SEQ ID NO: 36)
HJ85 PA-C2229 5/P/gtaccttgttictactaataacccgg (SEQ ID NO: 37)
HJ86 PA-C2230.as ccgggttattagtagaaacaaggtac (SEQ ID NO: 38)
HJ87 HA-A902C 5/P/ggaacacttgagaactgtgagacc (SEQ ID NO: 39)
HA HJ88 HA-A902C.as ggtctcacagttctcaagtgttcc (SEQ ID NO: 40)
HJ89 HA-C1493T 5/P/gaattttatcacaaatgtgatgatgaatg (SEQ ID NO: 41)
HJ90 HA-C1493T.as cattcatcatcacatttgtgataaaattc (SEQ ID NO: 42)
HJ91 NP-C113A 5/P/gccagaatgcaactgaaatcagage (SEQ ID NO: 43)
NP HJ92 NP-C113A.as gctctgatticagtttcatictgge (SEQ ID NO: 44)
HJ93 NP-T1008C 5/P/ccgaatgagaatccagcacacaag (SEQ ID NO: 45)
HJ94 NP-T1008C.as cttgtgtgctggattctcaticgg (SEQ ID NO: 46)
HJ95 NA-C1422T catcaatttcatgcctatataagcttic (SEQ ID NO: 47)
NS HJ96 NA-C1422T.as gaaagcttatataggcatgaaattgatg (SEQ ID NO: 48)
HJ97 NS-C38T cataatggatcctaacactgtgtcaage (SEQ ID NO: 49)
HJ98 NS-C38T.as gcttgacacagtgttaggatccattatg (SEQ ID NO: 50)
PA HJ99 PA6C375T ggagaatagattcatcgagattggag (SEQ ID NO: 51)
HJ100 PA6C375T.as ctccaatctcgatgaatctattctce (SEQ ID NO: 52)

EJEMPLO 3: GENERACION DE VIRUS INFLUENZA REORDENANTE Y MDV-A RECOMBINANTE INFECCIOSO

Se mantuvieron células de rifidn canino Madin-Darby (MDCK) y células COS7 humanas en medio de Eagle
modificado (MEM) que contenia suero bovino fetal (FBS) al 10%. Se mantuvieron células renales embrionarias
humanas (293T) en Opti-MEM | (Life Technologies) que contenia FBS al 5%. Se cocultivaron MDCK y o bien células
COS?7 o bien células 293T en placas de 6 pocillos a una razén de 1:1 y se usaron las células para la transfeccién a
una confluencia de aproximadamente el 80%. Las células 293T y COS7 tienen una alta eficacia de transfeccion,
pero no son permisivas para la replicacién del virus influenza. El cocultivo con células MDCK garantiza la replicacion
eficaz de los virus recombinantes. Antes de la transfeccion, se sustituyeron los medios que contenian suero por
medio libre de suero (Opti-MEM 1) y se incubaron durante 4-6 horas. Se realiz6 la transfeccion de ADN de plasmido
usando TransIT-LT1 (Mirus) mezclando 1 ug de cada uno de los 8 ADN de plasmido (PB2, PB1, PA, NP, M, NS, HA
y NA) con 20 pl de TransIT-LT1 diluido en 160 ul de Opti-MEM | en un volumen total de 200 pl. Se incubaron las
mezclas de ADN:reactivo de transfeccién a temperatura ambiente durante 45 min seguido por la adicién de 800 ul de
Opti-MEM I. Entonces se afadié la mezcla de transfeccién a las células MDCK/293T o MDCK/COS?7 cocultivadas.
Se incubaron las células transfectadas a 35°C o 33°C durante entre 6 horas y 24 horas, por ejemplo, durante la
noche, y se sustituyd la mezcla de transfeccién por 1 ml de Opti-MEM | en cada pocillo. Tras la incubacion a 35°C o
33°C durante 24 horas, se anadi6 1 ml de Opti-MEM | que contenian TPCK-tripsina 1 ug/ml a cada pocillo y se
incubaron durante 12 horas adicionales. Entonces se amplifico el virus recuperado en células MDCK confluentes o
se amplificé directamente en huevos de pollo embrionadas. Se infectaron las células MDCK en una placa de 12
pocillos con 0,2 ml de la mezcla de transfeccion durante 1 hora a temperatura ambiente, entonces se retir6 la mezcla
y se sustituyd por 2 ml de Opti-MEM | que contenia TPCK-tripsina 1 ug/ml. Se incubaron las células a 35°C o 33°C
durante 3-4 dias. Se almacenaron los virus amplificados a -80°C en presencia del estabilizador SPG o se purificaron
en placa y se amplificaron en células MDCK o huevos embrionados de pollo.

Expresién funcional de proteinas polimerasa de MDV-A

Se analiz6 la actividad funcional de las cuatro proteinas polimerasa de MDV-A, PB2, PB1, PA y NP, por su
capacidad para replicar un minigenoma de virus influenza que codifica para un gen indicador de EGFP. Un conjunto
de 8 plasmidos de expresion (véase, por ejemplo, la tabla 4) (Hoffmann et al. (2001) Eight plasmid rescue system for
influenza A virus; Options for the control of influenza, International Congress Series 1219:1007-1013) que contenian
los ADNc de la cepa A/PR/8/34 (H1N1) y un minigenoma de virus influenza que contenia un gen indicador que
codifica para la proteina fluorescente verde potenciada (EGFP, pHW72-EGFP).

Se transfectaron PB1, PB2, PA y NP o PB1, PA, NP (-PB2 como control negativo) de MDV-A en las células
MDCK/293T cocultivadas junto con un pldsmido que representa un minigenoma de EGFP de virus influenza A
(pHW72-EGFP) (Hoffmann et al. (2000) “Ambisense” approach for the generation of influenza A virus: vRNA and
mRNA synthesis from one template, Virology 15:267(2):310-7). Se observaron las células transfectadas al
microscopio de contraste de fases o microscopio de fluorescencia a las 48 horas tras la transfeccion.
Alternativamente, puede emplearse citometria de flujo para detectar la expresion de EGFP.

Tal como se muestra en la figura 2, se observd fluorescencia verde, que indica la expresion del minigenoma de
EGFP en las células transfectadas con PB2, PB 1, PA'y NP de MDV-A, pero no en las células transfectadas con sélo
tres proteinas polimerasa. Esto indic6 que las proteinas polimerasa de MDV-A en pAD3000 eran funcionales.

En otros ensayos, se utiliza un minigenoma que incluye el gen de cloramfenicol acetil transferasa (CAT), designado
pFlu-CAT para medir la actividad polimerasa. En un ensayo de este tipo, se mide la expresion de CAT al nivel de
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proteina (por ejemplo, mediante ELISA) o de ARN, como indicador de la replicacion del minigenoma.

Andlisis de los plasmidos de MDV-A mediante un experimento reordenante de genes individuales

Se mostrd6 que cada uno de los 8 segmentos gendémicos de MDV-A clonados en pAD3000 se expresaba
funcionalmente en un experimento reordenante mediante la cotransfeccion de un segmento génico individual de
MDA-A junto con los siete segmentos complementarios de la cepa control A/PR/8/34. Los ocho plasmidos de
segmento genomico individual en combinacién con los segmentos control complementarios generaron virus
reordenantes infecciosos, que provocaban efectos citopaticos en células MDCK infectadas, lo que indica que los
ocho plasmidos codifican para proteinas de MDV-A funcionales. Tabla 4.

Tabla 4. Recuperacién de reordenantes 7+1 mediante plasmidos

Segmento  génico PB2 PB1 PA NP

de virus

1 PMDV-A-PB2 pHW191-PB2 pHW191-PB2 pHW191-PB2
2 PHW192-PB1 pMDV-A-PB1 pHW192-PB1 pHW192-PB1
3 PHW193-PA pHW 193-PA pMDV-A-PA pHW193-PA
4 PHW195-NP pHW195-NP pHW195-NP pMDV-A-NP
5 PHW197-M pHW197-M pHW197-M pHW197-M
6 PHW198-NS pHW198-NS pHW198-NS pHW198-NS
7 PHW194-HA pHW194-HA pHW194-HA pHW194-HA
8 PHW-196-NA pHW-196-NA pHW-196-NA pHW-196-NA
CPE (+) (+) (+) (+)
Segmento  génico M NS HA NA

de virus

1 PHW191-PB2 pHW191-PB2 pHW191-PB2 pHW191-PB2
2 PHW192-PB1 pHW192-PB1 pHW192-PB1 pHW192-PB1
3 PHW193-PA pHW193-PA pHW193-PA pHW193-PA
4 PHW195-NP pHW195-NP pHW195-NP pHW195-NP
5 PMDV-A-M pHW197-M pHW197-M pHW197-M
6 PHW198-NS pMDV-A-NS pHW198-NS pHW198-NS
7 PHW194-HA pHW194-HA pMDV-A-HA pHW194-HA
8 PHW-196-NA pHW-196-NA pHW-196-NA pMDV-A-NA
CPE (+) (+) (+) (+)

Para determinar adicionalmente las limitaciones de empaquetamiento del virus influenza A, se separ6 el segmento
NS en dos segmentos génicos separados: uno que codifica para el segmento genémico NS1 y otro que codifica para
el segmento gendmico NS2. Se transfectaron los nueve plasmidos que incorporan los segmentos genémicos de
influenza A en células MDCK/COS tal como se describié anteriormente, y se amplificaron los virus recuperados en
huevos de pollo embrionados antes de la titulacion en células MDCK. Se observé un tamafo de placa reducido para
el sistema de nueve plasmidos en comparacién con el sistema de ocho plasmidos descrito anteriormente. El analisis
de RT-PCR demostr6 que solo estaba presente el segmento NS2 en los viriones, y que el segmento génico NS1 no
estaba empaquetado.

Recuperacion de virus MDV-A y reordenantes 6:2

Siguiendo los procedimientos descritos anteriormente, tres dias tras la transfeccion con cualquiera de los 8
plasmidos de MDV-A (recombinantes), o con los plasmidos que incorporan los 6 genes internos de MDV-A, y HA y
NA derivados de A/PR/8/34 (reordenante 6:2), se usaron los sobrenadantes de cultivos transfectados para infectar
células MDCK nuevas y se incubaron las células infectadas a 33°C durante tres dias en presencia de TPCK-tripsina
1 ug/ml. Se observé el efecto citoplasmatico del virus recombinante sobre las células MDCK infectadas usando un
microscopio. Se monitorizé la expresién de la hemaglutinina viral usando un ensayo de hemaglutinacién (HA)
convencional. Se realizaron ensayos de HA mezclando 50 pul de sobrenadantes de cultivo diluidos dos veces en
serie con 50 ul de glébulos rogos de pollo al 1% en placas de 96 pocillos. Se detecté un titulo de HA de
aproximadamente 1:254-1:1024 para los virus amplificados derivados de o bien los 8 plasmidos de MDV-A
transfectados, o bien el virus reordenante 6:2. Se usé la reacciéon de transfeccion usando los 8 plasmidos de
A/PR/8/34 obtenidos del Dr. E. Hoffman como control positivo. Se produjeron virus influenza infecciosos a partir de
estas tres reacciones de transfeccion tal como se indica en la tabla 5.

Tabla 5. Plasmidos usados para la recuperacién de A/PR/8/34, MDV-A y reordenante 6:2

Segmento génico de rMDV-A(H2N2) reordenante 6:2

virus

A/PR/8/34 (H1NT)
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1 pHW191-PB2 (AD731) pMDV-A-PB2#2 (AD760) pMDV-A-PB2#2 (AD760)

2 pHW192-PB1(AD732) pMDV-A-PB1 (AD754) pMDV-A-PB1 (AD754)

3 pHW193-PA (AD733) pMDV-A-PA (AD755) pMDV-A-PA (AD755)

4 pHW195-NP (AD735) pMDV-A-NP#1 (AD757) pMDV-A-NP#1 (AD757)

5 pHW197-M (AD737) pMDV-A-M (AD752) pMDV-A-M (AD752)

6 pHW198-NS (AD738) pMDV-A-NS (AD750) pMDV-A-NS (AD750)

7 pHW194-HA (AD734) pMDV-A-HA (AD756) pHW194-HA (AD734)

8 pHW-196-NA(AD735) pMDV-A-NA#4 (AD759) pHW 196-NA (AD736)
CPE + + +

Se realizé RT-PCR para mapear los genotipos de los virus recuperados. Se aislé el ARN viral del sobrenadante de
cultivos celulares infectados usando el kit RNeasy mini (Qiagen) y se amplificaron los ocho segmentos de virus
influenza mediante RT-PCR usando cebadores especificos para cada segmento génico de MDV-A y cebadores
especificos para H1 y N1. Tal como se muestra en la figura 3, rMDV-A contenia PB2, PB 1, NP, PA, My NS que
eran especificos para MDV-A y HA y NA especificos para el subtipo H2 y N2. El reordenante 6:2 contenia los 6
genes internos derivados de MDV-A, y HA y NA derivados de A/PR/8/34 (H1N1). Esto confirmé que los virus
generados a partir de los plasmidos transfectados tenian los genotipos correctos.

Se titularon los virus rescatados mediante ensayo de placas en células MDCK y se confirmé que las placas eran
virus influenza mediante inmunotincién usando suero de pollo generado contra MDV-A. Se infectaron células MDCK
a una confluencia del 100% en placas de 12 pocillos con 100 pl de virus diluidos en serie 10 veces a TA durante 1
hora con sacudidas suaves. Se retird el inéculo y se recubrieron las células con 1X L15 que contenia agarosa al
0,8% y TPCK-tripsinal ug/ml. Se incubaron las placas a 35°C o 33°C durante tres dias, se fijaron con metanol al
100%, se bloguearon mediante leche al 5% en PBS y se incubaron con antisuero de pollo anti-MDV-A diluido 1:2000
durante 1 hora seguido por incubacién con anticuerpo de conejo anti-lgG de pollo conjugado con HRP durante 1 h.
Se visualizaron las placas mediante la adicion de la disolucion de sustrato de HRP (DAKO). Todos los virus
recuperados presentaron inmunotincion positiva.

EJEMPLO 4: MAPEO DE LA BASE GENETICA DE LOS FENOTIPOS CA, TS, ATT DE MDV-A

La cepa de la vacuna de virus influenza MDV-A tiene varios fenotipos relevantes para la produccion de vacunas, por
ejemplo, vacunas atenuadas vivas: adaptacién al frio (ca), sensibilidad a la temperatura (ts) y atenuacion (att). La
comparacién de secuencias de la cepa MDV-A con la cepa A/AA/6/60 de tipo natural virulenta no ts reveld un
minimo de 17 diferencias entre estas dos cepas (tabla 6). Varios de los cambios en la secuencia de MDV-A son
Unicos para esta cepa en comparacién con todos los virus influenza de tipo A disponibles en la base de datos
GeneBank, lo que sugiere que una 0 mas de estas sustituciones de aminoacido esté relacionada funcionalmente con
el/los fenotipo(s) att, ca y ts. EI cambio de aminoacido individual en PB2%' fue la tinica posicién de nucledtido que se
habia notificado anteriormente como determinante en el fenotipo ts de MDV-A (Subbarao et al. (1995) Addition of
Temperature-Sensitive Missense Mutations into the PB2 Gene of Influenza A Transfectant Viruses Can Effect an
Increase in Temperature Sensitivity and Attenuation and Permits the Rational Design of a Genetically Engineered
Live influenza A Virus Vaccine, J. Virol. 69:5969-5977).

Con el fin de identificar las sustituciones minimas implicadas en los fenotipos de MDV-A, se cambiaron
individualmente los nucleétidos en el clon de MDV-A que diferian de A/AA/6/60 de tipo natural por los de A/AA/6/60
de tipo natural (es decir, “se revertieron”). Entonces se introdujo cada segmento génico revertido en células huésped
en combinacién con segmentos complementarios de MDV-A para recuperar los reordenantes génicos individuales.
Ademas, el segmento génico revertido y el segmento de MDV-A correspondiente también pueden transfectarse en
combinacion con segmentos derivados de otras cepas de tipo natural, por ejemplo, la cepa A/PR/8/34, para evaluar
la contribucién de cada segmento génico a los fenotipos del virus. Usando el sistema de plasmidos de MDV-A
recombinante descrito anteriormente, se realizé6 mutagénesis dirigida al sitio para modificar adicionalmente los seis
genes internos para producir un reordenante no ts. Se introdujeron un total de 15 mutaciones de sustitucion de
nucleétidos en los seis plasmidos de MDV-A para representar el genoma de A/AA/6/60 de tipo natural recombinante
(rWt, Flu064) tal como se enumera en la tabla 6. Se mantuvieron células de rifién canino Madin-Darby (MDCK) y
células COS-7 y se transfectaron tal como se describié anteriormente. Entonces se realizaron pases del virus
recuperado en células MDCK una vez, seguido por amplificacién en las cavidades alantoideas de huevos de pollo
embrionados. Se realiz6 la transfeccion y el crecimiento de virus en MDCK y huevos a 33°C, una temperatura
permisiva para virus tanto ca como de tipo natural para minimizar cualquier presion de seleccion de temperatura. Se
confirmé el genotipo de virus mediante analisis de secuencia de fragmentos de ADNc amplificados a partir de ARN
viral.

Tabla 6. Comparaciones de secuencia de A/AA/6/60 “de tipo natural” y MDV-A

Segmento de ARN | Posicion de base | E10SE2 MDV-A Tipo natural
(aminoacido) recombinante
(Flu044)
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PB2 141 A G A
821 (265) A (Asn) G(Ser) A
1182 A T T
1212 C T T
1933 T C T
PB1 123 A G G
1195 (391) A (Lys) G (Glu) A
1395 (457) G (Glu) T (Asp) G
1766 (581) A (Glu) G (Gly) A
2005 (661) G (Ala) A (Thr) A
2019 C T C
PA 20 T C T
1861 (613) A (Lys) G (Glu) G
2167/8 (715) TT (Leu) CC (Pro) TT
NP 146 (34) A (Asp) G (Gly) G
1550 ‘BA’ ‘6A’ ‘6A’
M 969 (M2-86) G (Ala) T (Ser) G
NS 483 (NS1-153) G (Ala) A (Thr) G
Los numeros en negrita representan las diferencias entre rMDV-A y tipo natural recombinante.
Los términos en negrita (15) son los cambios entre rmdv-a y tipo natural recombinante.

Se determinaron las caracteristicas fenotipicas mediante procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, tal
como se describid anteriormente en la patente estadounidense 6.322.967 concedida a Parkin titulada “Recombinant
trayptophan mutants of influenza”. En resumen, se determin6é la sensibilidad a la temperatura de los virus
recombinantes mediante ensayo de placas en células MDCK a 33, 38 y 39°C. Se infectaron células MDCK en placas
de 6 pocillos con 400 pl de virus diluido en serie 10 veces y se adsorbieron a temperatura ambiente durante 60 min.
Se retiraron los inoculantes y se sustituyeron por 1x L15/MEM que contenia agarosa al 1% y TPCK-tripsina 1 pug/ml.
Se incubaron las células infectadas a 33°C en un incubador de CO; o en recipientes estancos al agua que contenian
un 5% de CO; sumergidos en bafnos de agua circulante mantenidos a 38 + 0,1°C o 39 £ 0,1°C (Parkin et al. (1996).
Temperature sensitive mutants of influenza A virus generated by reverse genetics and clustered charged to alanine
mutagenesis. Vir. Res. 46:31-44). Tras una incubaciéon de tres dias, se inmunotifieron las monocapas usando
anticuerpos policlonales de pollo anti-MDV y se enumeraron las placas. Se compararon los recuentos de placas
obtenidos a cada una de las temperaturas para evaluar el fenotipo ts de cada virus y se realiz6 cada ensayo un
minimo de tres veces. Se definié la temperatura de desactivacion como la temperatura mas baja que tenia una
reduccion de titulo de 100 veces o mayor en comparacion con 33°C.

Se amplificé el virus infeccioso obtenido a partir de células COS-7/MDCK cocultivadas transfectadas con los ocho
plasmidos (pMDV-PB2, pMDV-PB1, pMDV-PA, pMDV-NP, pMDV-HA, pMDV-NA, pMDV-M y pMDV-NS) en huevos
embrionados de pollo y se mostr6 que presentaban el fenotipo ts caracteristico de MDV-A derivado bioldgico, no
recombinante (tabla 7). Ni MDV-A ni rMDV-A formaron placas distintas a 39°C, aunque ambos formaron placas
visualizadas facilmente a 33°C.

Tabla 7. Replicacién de reordenantes de MDV/tipo natural a diversas temperaturas

Virus con genes de tipo natural 33°C 38°C 33°C/38°C | 39°C 33°C/39°C
MDV 8,91 6,10 2,82 <407 >4,91
rMDV-A 8,72 6,19 2,53 <4.0 >4,72
Tipo natural (E10SE2) 8,86 8,87 -0,01 8,87 -0,01
Tipo natural recombinante (Flu064) 9,02 9,07 -0,05 8,96 0,06
PB2 de tipo natural 8,46 7,87 0,59 5,80* 2,66
PB1 de tipo natural 8,92 8,74 0,18 7,86* 1,06
NP de tipo natural 8,40 7,24 1,15 <4,0 >4.40
PA de tipo natural 8,57 6,10 2,48 <4,0 >4,57
M de tipo natural 8,80 6,68 2,12 <4,0 >4.80
NS de tipo natural 8,72 6,10 2,62 <4,0 >4.72
PB1/PB2 de tipo natural 8,94 8,89 0,05 8,10* 0,85
PB1/PB2/NP de tipo natural 8,52 8,38 0,14 8,41 0,1

* Indica reduccion en el tamafio de placa en comparacion con el tipo natural recombinante.

TEl subrayado indica que no se detectaron placas a una dilucién de 10" veces

Con el fin de de realizar un andlisis sistematico, detallado de la base genética del fenotipo ts de MDV-A, se utilizaron
las secuencias de varias cepas A/AA/6/60 de tipo natural, no ts, no att, estrechamente relacionadas con 17-48
diferencias de nt con respecto a A/AA/6/60 ca, incluyendo el aislado altamente relacionado, A/AA/6/60 E10SE2 de
tipo natural, para comparacién. Existe un total de 19 diferencias de nt entre E10SE2 y MDV-A (tabla 6). Se mostré
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que E10SE2 era no ts (tabla 7) y no att en hurones. Con el fin de generar un virus no ts recombinante, se alteraron
los plasmidos de MDV-A mediante mutagénesis dirigida al sitio para que incorporaran 15 de las 19 diferencias que
representan 10 cambios de aminoacidos. Cuatro de las posiciones de nucleétido, PB2-1182, 1212, PB1-123 y NP-
1550, que diferian entre MDV-A y E10SE2 no se alteraron con respecto a la secuencia de MDV-A, puesto que estos
nucleétidos se observaron en otros aislados no ts de A/AA/6/60 y, por tanto, no se esperaba que tuviesen un papel
en la expresion del fenotipo ts (Herlocher et al. (1996) Sequence comparisons of A/AA/6/60 influenza viruses:
mutations which may contribute to atenuattion. Virus Research 42:11-25). Se obtuvieron virus recombinantes (tipo
natural recombinante, Flu064), que codificaban para los 15 cambios de nucleétido, a partir de las células COS-
7/MDCK cocultivadas transfectadas con un conjunto de 8 plasmidos, pWt-PB2, pWt-PB1, pWt-PA, pWt-NP, pWt-M,
pWt-NS, pMDV-HA y pMDV-NA. El analisis de secuenciacion indic6 que el tipo natural recombinante contenia los
cambios genéticos disefiados y era no ts a 39°C, de manera idéntica a A/AA/6/60 de tipo natural derivado
biol6gicamente. Estas observaciones demostraron que el fenotipo ts se mapeaba en un subconjunto de estos 15
cambios de nt.

Contribucién de los seis segmentos génicos internos al fenotipo ts del virus

Se evaluo el efecto de cada segmento génico de tipo natural sobre el fenotipo ts de MDV-A creando reordenantes
génicos individual, recombinantes (tabla 7). La introduccion de PB2 de tipo natural en rMDV-A dio como resultado un
virus que solo era no ts a 38°C; sin embargo, permanecia ts a 39°C. La reduccion en el titulo de virus a 38°C y 39°C
(en relacion con 33°C) fue de 0,6 log1o ¥ 2,7 logio, respectivamente, tal como se mide mediante ensayo de placas en
células MDCK. El reordenante que contenia el segmento génico PB1 de tipo natural era no ts, con respecto a su
capacidad para formar placas tanto a 38 como a 39°C. Sin embargo, el tamafo de placa de este recombinante
estaba influido por el aumento de la temperatura y se redujo significativamente a 39°C en comparacién con el tipo
natural recombinante. La introduccion del segmento génico NP de tipo natural en rMDV-A dio como resultado un
virus que también era no ts a 38°C, pero a diferencia del recombinante de PB2 de tipo natural, el virus que contenia
el segmento génico NP de tipo natural no formé placas a 39°C. La introduccién de los segmentos génicos PA, M o
NS de tipo natural independientemente en rMDV-A no alter6 el fenotipo ts, lo que indica que estos tres segmentos
génicos tenian un papel minimo en el mantenimiento de este fenotipo.

Puesto que ni PB1 de tipo natural, ni PB2 de tipo natural ni NP de tipo natural expresados individualmente en el
antecedente de MDV-A podian crear un perfil de eficacia de placas y tamafo de placa idéntico al tipo natural
recombinante no ts, se introdujeron estos segmentos génicos en MDV-A en diversas combinaciones. La
combinacion de PB1 de tipo natural y PB2 de tipo natural dio como resultado un virus que no era ts ni a 38 ni a 39°C
(tabla 7). Aunque el tamafio de placa era mayor que el de cualquier reordenante génico individual, era
significativamente méas pequefno que en el tipo natural recombinante. La combinacién triple de PB1/PB2/NP de tipo
natural en rMDV-A dio como resultado un virus que era similar o idéntico al tipo natural recombinante en su eficacia
de formacién de placas y en el tamafio de placa a 39°C. Por tanto, mientras que los segmentos génicos PB2, PB1 y
NP de tipo natural solo revertian parcialmente el fenotipo ts cuando se introducian individualmente, la combinacion
de los tres segmentos génicos de tipo natural podia revertir completamente el fenotipo ts a un comportamiento no ts
idéntico al tipo natural recombinante.

Con el fin de determinar si estos 3 segmentos génicos podian conferir el fenotipo ts caracteristico de MDV-A al tipo
natural recombinante, se introdujeron los seis segmentos génicos internos derivados de MDV-A en el tipo natural
recombinante, de manera individual o en combinacién. La introduccion del segmento génico PB1, PB2 o NP
individual en el tipo natural recombinante dio como resultado una reduccién del titulo de virus a 38°C y una mayor
reduccion a 39°C, sin embargo, ninguno de estos reordenantes génicos individuales estaba tan restringido a alta
temperatura como rMDV-A (figura 10). Los segmentos génicos PA, M y NS derivados de MDV-A no influyeron en el
fenotipo no ts del tipo natural recombinante. De manera consecuente con los reordenamientos anteriores, se
demostré que la introduccion de los genes de tanto PB1 como PB2 de MDV-A en la estructura principal de tipo
natural recombinante aumentaba enormemente el fenotipo ts del virus a 38°C; sin embargo, la reversion completa
del fenotipo ts del virus requeria la adicion del gen de NP. Por tanto, los segmentos génicos PB1, PB2 y NP
derivados de MDV-A eran importantes para conferir el fenotipo ts completo.

Mapeo de los loci genéticos que determinaban el fenotipo ts de MDV-A.

Se abordaron las diferencias especificas entre los segmentos génicos PB1, PB2 y NP del tipo natural recombinante
y rMDV-A de manera sistematica para identificar aquellos cambios que desempefaban un papel significativo en el
fenotipo ts. El gen de NP de rMDV-A diferia de NP de tipo natural recombinante sélo en el nt 146 (G34D, tabla 6). El
gen de PB2 de rMDV-A diferia del tipo natural recombinante en tres sitios, pero solo el nt 821 dio como resultado un
cambio de aminoacido (N265S, tabla 6) y presumiblemente representaba el locus ts ubicado en el segmento génico
PB2. El gen de PB1 de MDV-A diferia de PB1 de tipo natural en 6 posiciones de nt, de las que 4 eran cambios de
codificacion (tabla 6). Se sustituyd individualmente cada una de las sustituciones de residuo de aminodcido de tipo
natural en el segmento génico PB1 de rMDV-A para evaluar su papel en el fenotipo ts. 1395G (Glu-457) y 2005G
(Ala) no afectaron al fenotipo ts de MDV-A. 1195A (Lys-391) y 1766A (Glu-581) dieron cada uno como resultado una
ligera reduccion en el fenotipo ts a 38°C, pero no tuvieron efecto a 39°C (tabla 8). Estos datos indicaron que 1195A y
1766A eran los loci de ts probables en el segmento génico PB1. Sin embargo, la combinacién de tanto 1195A como
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1766A no produjo un fenotipo ts similar a PB1 de tipo natural (tabla 6). La adicion de 2005G pero no de 1395A a
PB1-1195A/1766A disminuyd adicionalmente el fenotipo ts del virus a 39°C, lo que demuestra que 2005A también
desempefiaba un papel en la expresion del fenotipo ts especificado por el segmento PB1 de MDV-A.

Tabla 8: Mapeo de los residuos en PB1 que determinan el fenotipo ts

Virus con secuencia de tipo 33°C 38°C 33°C/38°C log1p UFP/mI  39°C 33°C/ 39°C
natural

rMDV-A 8,67 6,00 2,67 <4,0" >4,67
Tipo natural recombinante 9,04 9,01 0,03 9,03 0,01
PB1-1195A 8,06 6,68 1,38 <4.0 >4,06
PB1-1395G 8,72 5,88 2,85 <4.0 >4,72
PB1-1766A 8,07 6,70 1,37 <4,0 >4,07
PB1-2005G 8,76 6,31 2,45 <4.0 >4,76
PB1-1195A1766A 8,65 7,60 1,05 5,98 2,68
PBI-1195A1395G1766A 8,84 8,13 0,71 6,38 2,46
PB1-1195A1766A2005G 8,79 8,12 0,66 7,14* 1,64
PB1/PB2/NP 8,26 8,63 0,12 8,59 0,16
PB2/NP 8,81 8,21 0,59 7,56 1,25
PB1-1195A/PB2/NP 8,86 8,81 0,05 7,60 1,26
PB1-1766A/PB2/NP 9,33 8,84 0,50 8,71 0,62
PB1-1766A2005G/PB2/NP 8,30 8,22 0,08 8,11* 0,18
PB1-1766A1395G/PB2/NP 8,88 8,85 0,03 8,39 0,49
PB1-1195A1766A/PB2/NP 8,45 8,48 0,06 8,10 0,35

* Indica reduccion en el tamafio de placa en comparacion con el tipo natural recombinante.
T El subrayado indica que no se detectaron placas a una dilucion de 10 veces

Entonces se introdujeron mutaciones de sitio Unico de PB1 junto con PB2 de tipo natural y NP de tipo natural en
rMDV-A. El reordenante PB2/NP de tipo natural y MDV-A y era no ts a 38°C y tenia una reduccion de titulo de 1,25
log1o @ 39°C pero su tamario de placa se redujo mucho en comparacién con el tipo natural. La adicién de o bien PB1-
1195A o bien 1766A no cambié significativamente el fenotipo del reordenante PB2/NP de tipo natural. Sélo la
combinacion de PB1-1195A y 1766A, junto con un PB2 de tipo natural y NP de tipo natural, dio como resultado un
virus que tenia el mismo fenotipo no ts que el reordenante PB1/PB2/NP de tipo natural y rMDV-A (tabla 8). La
adicion de PB1-1395G o 2005G a PB1-1766/PB2/NP de tipo natural no convirti6 el virus a un fenotipo no ts
caracteristico del tipo natural recombinante. Estos datos demuestran, por tanto, que los cuatro aminoacidos
distribuidos en los tres genes de PB1, PB2 y NP podian revertir completamente el fenotipo ts de MDV-A.

Restriccion de células huésped de virus MDV-A y reordenantes

Ademas de los fenotipos de sensibilidad a la temperatura y atenuacion mostrados por el virus MDV-A y los virus
reordenantes con uno o mas segmentos derivados de MDV-A tal como se describi6é anteriormente, el virus MDV-A
presenté restriccion de células huésped tal como se indica por el crecimiento reducido en células Per.C6 en relacién
con el crecimiento en células MDCK. Los virus MDV-A y reordenantes con segmentos PB1 y PB2 derivados de
MDV-A mostraron un crecimiento significativamente reducido en células Per.C6 en relaciéon con su crecimiento en
células MDCK, tal como se muestra en las figuras 20A y B.

Modificacién por ingenieria genética de una cepa de virus sensible a la temperatura, atenuada

Para determinar si los cinco amino&cidos identificados en los segmentos génicos PB1, PB2 y NP de MDV-A
reproducirian los fenotipos ts y att de MDV-A, se introdujeron PB1-391E, 581G, 661T, PB2-265S, NP-34G en una
cepa de virus de tipo natural divergente (A/PR/8/34; “PR8”), y el virus resultante mostré una reduccion de 1,9 logio
en el titulo de virus a 38°C y una reduccién de 4,6 logio a 39°C, que era muy similar a la de rMDV-A (figura 11).

La comparacién de secuencias entre los genes de PB1, PB2 y NP de A/AA/6/60 ca (MDV-A) y A/PR/8/34 reveld que
los cuatro aminoacidos sustituidos identificados en los genes de PB1 y PB2 de MDV-A son unicos. NP** esta
conservado entre MDV-A y PR8. Por tanto, se introdujeron los tres sitios ts, PB1%¥' (K391E), PB1°®" (E581G) y
PB1%®' (A66 1T), identificados en el gen de PB1 de MDV-A en PB1 de A/PR/8/34 y se introdujo PB2?®® (N265S) en
PB2 de A/PR/8/34 mediante mutagénesis dirigida al sitio. Se verificaron las mutaciones introducidas en los genes de
PB1 y PB2 mediante analisis de secuenciacién. Los pares de cebadores usados para la reaccién de mutagénesis se
enumeran en la tabla 9. Estos virus se muestran esquematicamente en la figura 16.

Tabla 9. Cebadores usados para introducir mutaciones ts en genes de PB1 y PB2 de PR8

HJ240 PR8-PB1A1195G 5" GAAAGAAGATTGAAGAAATCCGACCGCTC (SEQ ID NO: 79)
HJ241 PR8-PB1A1195G.as 5" GAGCGGTCGGATTTCTTCAATCTTCTTTC (SEQ ID NO: 80)
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HJ242 PR8-PB1A1766G 5" GAAATAAAGAAACTGTGGGGGCAAACCCGTTCC (SEQ ID NO: 81)
HJ243 PR8-PB1A1766G.as 5’ GGAACGGGTTTGCCCCCACAGTTTCTTTATTTC (SEQ ID NO: 82)
HJ244 PR8-PB1G2005A 5 GTATGATGCTGTTACAACAACACACTC C (SEQ ID NO: 83)

HJ245 PR8-PB1G2005A.as 5 GGAGTGTGTTGTTGTAACAGCATCATAC (SEQ ID NO: 84)

HJ246 PR8-PB2A821G 5" ATTGCTGCTAGGAGCATAGTGAGAAGAGC (SEQ ID NO: 85)
HJ247 PR8-PB2A821G.as 5" GCTCTTCTCACTATGCTCCTAGCAGCAAT (SEQ ID NO: 86)

Para examinar si las mutaciones ts introducidas en los genes de PB1 y PB2 de PR8 confieren el fenotipo ts in vitro,
se realizd un ensayo de minigenoma. El indicador de minigenoma de influenza, designado pFlu-CAT, contenia el
gen de CAT de sentido negativo clonado bajo el control del promotor pol |. La expresién de la proteina CAT
dependia de la expresion de las proteinas PB1, PB2, PA y NP de influenza.

Brevemente, se transfectaron células HEp-2 con 1 pg de cada uno de PB1, PB2, PA, NP y minigenoma pFlu-CAT
mediante Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Tras la incubacion durante la noche (aproximadamente 18 horas) a 33°C
0 39°C, se analizaron los extractos de células para determinar la expresion de la proteina CAT mediante el kit de
ELISA de CAT (Roche Bioscience). Se midi6 el nivel de ARNm de CAT mediante un ensayo de extensién con
cebador. A las 48 h tras la transfeccion, se extrajo el ARN celular total mediante el reactivo TRIzol (Invitrogen) y se
mezcld 1/3 del ARN con un exceso de cebador de ADN (5’-ATGTTCTTTACGATGCGATTGGG) marcado en su
extremo 5’ con [r-**P]-ATP y polinucledtido cinasa de T4 en 6 ul de agua. Tras la desnaturalizacion a 95°C durante 3
min, se realiz6 la extension con cebador tras la adicion de 50 U de transcriptasa inversa Superscript (Invitrogen) en
el tampdn de reaccién facilitado con la enzima que contenia dNTP 0,5 mM durante 1 h a 42°C. Se analizaron los
productos de la transcripcion en geles de poliacrilamida al 6% que contenian urea 8 M en tampon TBE y se
detectaron mediante autorradiografia.

Tal como se muestra en las figuras 12A y B, el gen de PB1 que porta tres sustituciones de aminoacido (PR8-3s),
PB1%°' (K391E), PB1°®' (E581G) y PB1%' (A661T), tenia actividad reducida a 33°C en comparacion con el control de
PR8. Se observd una mayor reduccién en la expresién de la proteina CAT (figura 12A) para este mutante a 39°C, lo
que indica que el gen de PB1 con los tres sitios de MDV-A ts introducidos mostraba replicacién sensible a la
temperatura en este ensayo in vitro. La introduccion de PB2°°® (N265S) en PR8 tuvo muy poco efecto sobre su
actividad tanto a temperaturas permisivas (33°C) como no permisivas (39°C). La combinacién de tanto PB1-3s como
PB2-1s dio como resultado una mayor reduccion en la actividad de la proteina (PR8-4s), que parecié ser incluso
mas ts que MDV-A. Tal como se esperaba, se detecté una actividad de bajo nivel (15%) en las células transfectadas
con los genes de PB1, PB2, PA, NP derivados de MDV-A a 39°C en comparacion con A/AA/6/60 de tipo natural
(A/AA de tipo natural).

Se generaron virus mutantes PR8 y se recuperaron tal como se describié anteriormente. En resumen, se
transfectaron células cos7 y MDCK cocultivadas con ocho plasmidos que codificaban para los genes de PR8 HA,
NA, PB1, PB2, PA, NP, M y NS derivados de PR8. Para obtener un virus que portara cuatro loci ts (PR8-4s), se
usaron PB1-3s que contenian tres cambios en PB1 en las posiciones nt 1195 (K391E), nt 1766 (E581G) y nt 2005
(A661T) y PB1-1s que contenia un cambio en PB2 en la posicién 821 (N265S). Ademas, también se recuperd por
separado un virus PR8 que portaba o bien tres mutaciones en PB1 (PR8-3s) o bien una mutacién en PB2 (PR8-1s).
Estos virus se muestran esquematicamente en la figura 16. Los cuatro virus PR8 mutantes recombinantes crecieron
con un titulo muy alto en huevos embrionados, alcanzando un titulo de 9,0 log10 ufp/ml o mayor tal como se muestra
en la tabla 10.

Para examinar la sintesis de proteinas virales en células infectadas, se infectaron células MDCK con virus a una
m.o.i de 5 y se marcaron las células con *S-Trans a las 7 h tras la infeccion durante 1 h. Se sometié a
electroporacion el lisado celular marcado sobre gel de poliacrilamida al 1,5% que contenia SDS y se someti6 a
autorradiografia. También se estudi6 la sintesis de proteinas mediante inmunotransferencia de tipo Western. Se
recogieron células infectadas con virus a las 8 h tras la infeccién y se sometieron a electroforesis en un gel en
gradiente del 4-15%. Se estudié con sonda la transferencia con anticuerpo anti-M1 o anticuerpo policlonal de pollo
anti-MDV-A, seguido por incubacion con anticuerpo secundario conjugado con HRP. Se detectaron las bandas de
proteina conjugada con anticuerpo mediante el sistema de deteccién de quimioluminiscencia (Invitrogen) seguido
por exposicion a pelicula de rayos X.

Tal como se muestra en la figura 19, todas tenian un nivel similar de sintesis de proteinas a 33°C, sin embargo, a
39°C el nivel de sintesis de proteinas se redujo ligeramente para PR8-1s pero se redujo enormemente en células
infectadas con PR8-3s y PR8-4s. El analisis de inmunotransferencia de tipo Western también mostré que la sintesis
de proteinas se reducia en el orden de PR8-4s>PR8-3s>PR8-1s. Por tanto, la replicacion reducida de los mutantes
ts era probablemente el resultado de su replicacion reducida a las temperaturas no permisivas.

Se determiné la sensibilidad a la temperatura de los virus mutantes PR8 mediante ensayo de placas en células
MDCK a 33°C, 37°C, 38°C y 39°C. Se amplificaron los virus recuperados en huevos embrionados y se introdujeron
en células tal como se describié anteriormente. Tras la incubacién de células infectadas con virus durante tres dias a
las temperaturas designadas, se inmunotifieron las monocapas celulares usando anticuerpos monoclonales de pollo
anti-MDV y se enumeraron las placas. Se compararon los recuentos de placas obtenidos en cada una de las
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temperaturas para evaluar el fenotipo ts de cada virus. Se definid la temperatura de desactivacion como la
temperatura mas baja que tenia una reduccién de titulo de 100 veces o mayor en comparacion con 33°C.

Tal como se muestra en la tabla 10 y en la figura 17, todos los mutantes se replicaban bien a 33°C aunque se
observo una ligera reduccion en el titulo de virus. A 38°C, se observé una reduccion significativa en el titulo de virus
para todos los mutantes. A 39°C, se observé una reduccion en el titulo de virus mayor de 4,0 logio para los virus que
portaban los tres loci de ts en el gen de PB1 (PR8-3s y PR8-4s). PR8-1s era también ts a 39°C. El fenotipo ts de
PR8-4s era muy similar al de MDV-A que tenia una reduccién de 4,6 logio a 39°C en comparacion con 33°C. Aunque
los tres mutantes PR8 no tenian una reduccion mayor de 2,0 logio en el titulo de virus a 37°C, su morfologia de
placas era diferente de la de a 33°C. Tal como se muestra en la figura 18, el tamarfio de placa para cada mutante se
redujo sélo ligeramente a 33°C en comparacién con PR8. Se observd una reduccion significativa en el tamafio de
placa a 37°C para PR8-3s y mayor para PR8-4s. PR8-1s no tenia una reduccién significativa en el tamano de placa
a 37°C. A 39°9C, sélo se observaron unas cuantas placas de tamafo puntiforme para tanto PR8-3s como PR8-4s. Se
observ6 un tamano de placa de aproximadamente el 30% del de PR8 de tipo natural para PR8-1s.

Tabla 10. Sensibilidad a la temperatura de PR8 con el titulo de virus con loci de ts introducidos (log1o ufp/ml)

Virus 33°C 37°C 38°C 39°C
MDV-A 8,6 7,0 6,4 4*
A/AA de tipo natural 8,7 8,7 8,9 8,3
PR8 9,6 9,5 9,5 9
PB8-1s 9,4 8,9 7,7 7.4
PB8-3s 9,2 8,8 7,8 5,2
PB8-4s 9,5 7,8 71 4,4

Se asigno6 un titulo de 4,0 cuando no se detecto virus a 10.000 diluciones.

Se examiné la atenuacién de los virus PR8 mutantes en hurones. En resumen, se usaron hurones macho de 9-10
semanas de edad para evaluar la replicacion de virus en el tracto respiratorio de un huésped animal. Se alojaron los
hurones individualmente y se les inoculé por via intranasal 8,5 logio ufp de virus. Tres dias tras la infeccion, se
sedaron los hurones con ketamina-HCI, se recogieron los pulmones y los cornetes nasales (NT). Se diluyeron en
serie los homogeneizados de tejido pulmonar y se titularon en huevos de pollo embrionados de 10 dias de edad. Se
calculd el titulo de virus (logio EIDs¢/ml) en pulmones mediante los métodos de Karber. Se determiné la replicacion
del virus en NT mediante ensayo de placas y se expresé como log1o ufp/ml.

Se midieron los niveles de replicacién del virus en pulmones y cornetes nasales mediante ensayos de placas o
EID50 (tabla 11). Tres dias tras la infeccién, PR8 se replicaba a un nivel de 5,9 logio Em50/gramo de tejido
pulmonar. Sin embargo, PR8-1s presentaba una reduccion de 3,0 logio en la replicacion de pulmones de huréon y se
detecté muy poca replicacion para PR8-3s. No se detectd replicacion para PR8-4s que se estudioé en dos grupos de
virus infectados con virus obtenidos independientemente. El limite de detecciéon de virus en pulmones de hurdn
mediante el ensayo de EID50 es de 1,5 logio y por tanto se asignd un titulo de 1,5 logso EID50 para PR8-4s. Como
control, MDV-A no se replicaba en pulmones de hurén y A/AA/6/60 de tipo natural se replicaba a un titulo de 4,4
log1o. Se examiné la replicacion del virus en cornetes nasales (NT) mediante ensayo de placas en células MDCK.
PR8 se repicaba a un titulo de 6,6 log1o ufp/g en la nariz. Sélo se observaron ligeras reducciones en el titulo de virus
para PR8-1s y PR8-3s. Se observ6 una reduccién de 2,2 logio para PR8-4s (A), mientras que se observé una
reduccion de 4,3 logio para PR8-4s (B), que portaba un cambio en el gen de PB1 (E390G). La replicacion
enormemente reducida de PR8-4s (B) se correlaciona bien con su fenotipo ts a 37°C. Se us6 una dosis infecciosa de
8,5 log10 ufp en este caso en lugar de 7,0 log10 ufp que se usaba habitualmente para evaluar el fenotipo de
atenuacion de vacunas contra la gripe derivadas de MDV-A. Este resultado indicé que PR8 que porta los cuatro loci
de ts derivado de MDV-A tenia una replicacion atenuada en el tracto respiratorio inferior de hurones.

Tabla 11. Replicacién de mutantes PR8 en hurones

Virus Hurones Dosis (log1o ufp) Titulo de virus en pulmones Titulo de virus en cornetes
(log10 EID50/g + EE) nasales (log1o/g = EE)
PR8 4 8,5 59103 6,6 +0,1
PR8-1s 4 8,5 38+04 59+0,2
PR8-3s 4 8,5 1,7+0,1 5,8+0,3
PR8-4s (A) (4 8,5 1,5+0,0° 4,6 £0,2
PR8-4s (B)° |4 8,5 1,5+0,0 2,3+0,3
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MDV-A 4 8,5 1,5%£0,0 4,6%0,1

A/AA tn 4 8,5 4,4+0,1 54+0,1

a) No se detecté virus y se asigné un titulo de 1,5 log1o EID50/g
b) El virus contiene un cambio adicional en PB1-1193 (E390G)

En los ensayos de tanto ts como att, el virus mutante PR8 presentaba fenotipos tanto ts como att que eran muy
similares a los de MDV-A. Estos datos indican que la introduccién de las sustituciones de aminoacido Unicas del
MDV-A en una cepa de virus influenza divergente da como resultado un virus que presenta los fenotipos sensible a
la temperatura y atenuado deseables para producir, por ejemplo, vacunas vivas atenuadas. Adicionalmente, el virus
PR-8 ts, att crecia a un alto titulo que era adecuado para su uso como virus donador maestro para la produccion de
vacunas contra la gripe vivas atenuadas o inactivadas. Estos resultados indican que las cinco mutaciones de MDV-
A: PB1-391E, PB1-581G, PB1-661T, PB2-265S y NP-34G pueden conferir los fenotipos ts y att a cualquiera cepa de
influenza A. De manera similar, pueden producirse cepas B ts, att novedosas adecuadas para la produccion de
vacunas introduciendo las mutaciones de la cepa MDV-B en virus de la cepa de influenza B. Ademas de producir
vacunas de virus atenuados vivos, la introduccion de estas mutaciones en cepas donadoras conducira a la
produccion de vacunas inactivadas mas seguras.

EJEMPLO 5: SISTEMA DE OCHO PLASMIDOS PARA LA PRODUCCION DE MDV-B

Se extrajo ARN viral de una variante adaptada al frio de influenza B/Ann Arbor/1/66 (ca/Master Ann Arbor/1/66 P1
Aviron 10/2/97), una cepa donadora maestra de influenza B a modo de ejemplo (MDV-B) a partir de 100 pl de liquido
alantoideo de huevos embrionados infectados usando el kit RNeasy (Qiagen, Valencia, CA), y se eluy6 el ARN en
40 ul de H2O. Se realizé6 RT-PCR de segmentos gendmicos usando el kit de RT-PCR One Step (Qiagen, Valencia,
CA) segun el protocolo proporcionado, usando 1 pl del ARN extraido para cada reaccion. La reaccion de RT se
realizé durante 50 min a 50°C, seguido por 15 min a 94°C. La PCR se realizé durante 25 ciclos a 94°C durante
1 min, 54°C durante 1 min y 72°C durante 3 min. Se amplificaron los genes de P usando cebadores especificos de
segmento con sitios BsmBIl que dieron como resultado la generacion de dos fragmentos (tabla 12).
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Las secuencias complementarias a las secuencias de influenza se muestran en negrita. Los extremos 5’ tienen
secuencias de reconocimiento para las endonucleasas de restriccion BsmBI (Bm) o Bsal (Ba).

Clonacién de plasmidos

Se aislaron fragmentos de PCR, se digirieron con BsmBl (o Bsal para NP) y se insertaron en pAD3000 (un derivado
de pHW2000 que permite la transcripcion de ARNv de sentido negativo y ARNm positivo) en el sitio BsmBI tal como
se describié anteriormente. Se secuenciaron de dos a cuatro de cada uno de los plasmidos resultantes y se
compararon con la secuencia consenso de MDV-B basandose en la secuenciaciéon de los fragmentos de RT-PCR
directamente. Los plasmidos que tenian sustituciones de nucledtido que dieron como resultado cambios de
aminodcidos diferentes de la secuencia consenso se “repararon” o bien clonando los plasmidos o bien utilizando el
kit Quikchange (Stratagene, La Jolla, CA). Los plasmidos de B/Ann Arbor/1/66 resultantes se designaron pAB121-
PB1, pAB122-PB2, pAB123-PA, pAB124-HA, pAB125-NP, pAB126-NA, pAB127-M y pAB128-NS. Usando este
sistema de transcripcion bidireccional, se produjeron intracelularmente todos los ARN y las proteinas virales, dando
como resultado la generacion de virus influenza B infecciosos (figura 4).

Resulta significativo que pAB121-PB1 y pAB124-HA tenian 2 y pAB128-NS tenia 1 sustitucion de nucleétido
silenciosa en comparacién con la secuencia consenso (tabla 13). Estos cambios de nucleétido no dieron como
resultado alteraciones de aminoacidos y no se prevé que afecten al rescate y al crecimiento virales. Estas
sustituciones silenciosas se han conservado para facilitar el genotipado de los virus recombinantes.

Tabla 13. Conjunto de plasmidos que representan los ocho segmentos de B/Ann Arbor/1/66 (MDV-B)

Seg. plasmidos nucleétidos proteina
PB1 PAB121-PB1 A924>G924; C1701>T1701 silenciosa
PB2 PAB122-PB2 consenso

PA PAB123-PA consenso

HA PAB124-HA T150>C150; T153>C153 silenciosa
NP PAB125-NP consenso

NA PAB126-NA consenso

M PAB127-M consenso

NS PAB128-NS A416>G416 NS 1: silenciosa

Para la construccion de los plasmidos con sustitucién de nucleétidos en los genes de PA, NP y M1, se usaron los
plasmidos pAB123-PA, pAB125-NP, pAB127-M como moldes. Se cambiaron los nucledtidos mediante el kit
Quikchange (Stratagene, La Jolla, CA). Alternativamente, se amplificaron dos fragmentos mediante PCR usando
cebadores que contenian las mutaciones deseadas, se digirieron con BsmBl y se insertaron en pAD3000-BsmBl en
a una reaccién de ligamiento de tres fragmentos. Se secuenciaron los plasmidos generados para garantizar que el
ADNCc no contenia mutaciones no deseadas.

Se determiné la secuencia del ADN de molde mediante el uso de rodamina o kits de reaccién listos para
secuenciacion de ciclo de terminador de colorante rodamina con ADN polimerasa FS AmpIiTaq® (Perkin-Elmer
Applied Biosystems, Inc, Foster City, CA). Se separaron las muestras mediante electroforesis y se analizaron en
secuenciadores de ADN PE/ABI modelo 373, modelo 373 Stretch o modelo 377.

En un experimento separado, se amplific6 ARN viral de influenza B/Yamanshi/166/98 y se clon6 en pAD3000 tal
como se describi6 anteriormente con respecto a la cepa MDV-B, con la excepcién de que la amplificacién se realizé
durante 25 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 54°C durante 30 segundos y 72°C durante 3 minutos. Se usaron
cebadores idénticos para la amplificacion de los segmentos de la cepa B/Yamanashi/166/98, con la sustitucion de
los siguientes cebadores para la amplificacion de los segmentos NP y NA: MDV-B 5’BsmBI-NP:
TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCACAGCATTTTCTTGTG (SEQ ID NO: 75) y MDV-B 3’BsmBI-
NP:ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAACAGCATTTTTTAC (SEQ ID NO: 76) y Bm-NAb-1:
TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCAGAGCA (SEQ ID NO: 77) y Bm-NAb-
1557R:ATATCGTCTCGTATTAGTAGTAACAAGAGCATTTT (SEQ ID NO: 78), respectivamente. Los plasmidos de
B/Yamanashi/166/98 se designaron pAB251-PB1, pAB252-PB2, pAB253-PA, pAB254-HA, pAB255-NP, pAB256-NA,
pAB257-M y pAB258-NS. Se identificaron tres diferencias de nuclettidos silenciosas en PA lo que facilité el
genotipado del virus B/Yamanashi/166/98 recombinante y reordenante.

EJEMPLO 6: GENERACION DE VIRUS INFLUENZA B RECOMBINANTE INFECCIOSO E INFLUENZA
REORDENADO
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Para superar los obstaculos que se encuentran en el intento de hacer crecer influenza B en un sistema de cultivo
celular libre de virus auxiliar, la presente invencion proporciona vectores y protocolos novedosos para la produccién
de virus influenza de la cepa B recombinante y reordenante. El sistema de vectores usado para el rescate del virus
influenza B se basa en el desarrollado para la generacion de virus influenza A (Hoffmann et al. (2000) A DNA
transfection system for generation of virus influenza A from eight plasmids Proc Natl Acad Sci USA 97:6108-6113;
Hoffmann y Webster (2000) Unidirectional RNA polimerase |-polimerase |l transcription system for the generation of
influenza A virus from eight plasmids J Gen Virol 81:2843-7). Se cocultivaron células 293T o COS-7 (células de
primate con alta eficacia de transfeccién y actividad mdltiple) con células MDCK (permisivas para virus influenza), las
células 293T se mantuvieron en medio OptiMEM I-AB que contenia FBS al 5%, las células COS-7 se mantuvieron
en medio DMEM [-AB que contenia FBS al 10%. Las células MDCK se mantuvieron en 1x MEM, FBS al 10% con la
adicion de agentes antibidticos y antimicoticos. Antes de la transfeccion con los vectores gendmicos virales, se
lavaron las células una vez con 5 ml de PBS o medio sin FBS. Se afadieron diez ml de tripsina-EDTA a células
confluentes en un frasco de 75 cm? (las células MDCK se incubaron durante 20-45 min, las células 293T se
incubaron durante 1 min). Se centrifugaron las células y se resuspendieron en 10 ml de OptiMEM I-AB. Entonces se
diluy6é un ml de cada linea celular suspendida en 18 ml de OptiMEM I-AB, y se mezclaron. Entonces se afadieron
alicuotas de las células a una placa de 6 pocillos a 3 ml/pocillo. Tras 6-24 horas, se mezclé 1 ug de cada plasmido
en un tubo Eppendorf de 1,5 ml con OptiMEM I-AB para los plasmidos (x pl de plasmidos + x ul de OptiMEM I-AB +
x I DE TransIT-LT1 = 200 pl); 2 p de TransIT-LT1 por ug de ADN de plasmido. Se incubd la mezcla a temperatura
ambiente durante 45 min. Entonces se ariadieron 800 ul de OptiMEM I|-AB. Se retir6 el medio de las células y se
afnadio la mezcla de transfeccion a las células (t = 0) a 33°C durante 6-15 horas. Se retir6 lentamente la mezcla de
transfeccion de las células y se afiadié 1 ml de OptiMEM I-AB, y se incubaron las células a 33°C durante 24 horas.
Cuarenta y ocho horas tras la transfeccion, se afiadio 1 ml de OptiMEM I-AB que contenia TPCK-tripsina 1 ug/ml a
las células. A las 96 horas tras la transfeccion, se afadié 1 ml de OptiMEM I-AB que contenia TPCK-tripsina 1 ug/ml
a las células.

Entre 4 dias y 7 dias tras la transfeccion, se retiré 1 ml del sobrenadante de cultivo celular y se monitorizé6 mediante
ensayo de placas o HA. Brevemente, se afiadi6 una alicuota de 1 ml de sobrenadante en un tubo Eppendorf y se
centrifugé a 5000 rpm durante 5 min. Se transfirieron novecientos pl de sobrenadante a un tubo nuevo y se
realizaron diluciones en serie a 500 pl/pocillo a células MDCK (por ejemplo, en placas de 12 pocillos). Se incubé el
sobrenadante con las células durante 1 hora, luego se retir6 y se sustituyé por medio de infeccién (1xMEM) que
contenia 1 pug/ml de TPCK-tripsina. Entonces se realizé ensayo de HA o ensayo de placas. Por ejemplo, para el
ensayo de placas, se titularon los sobrenadantes en células MDCK que se incubaron con recubrimiento de agarosa
al 0,8% durante tres dias a 33°C. Para la infeccion de huevos, se recogio el sobrenadante de células transfectadas
seis 0 siete dias tras la transfeccion, se inyectaron 100 pl de las diluciones de virus en Opti-MEM | en huevos de
pollo embrionados de 11 dias a 33°C. Se determiné el titulo tres dias tras la inoculacién mediante el ensayo de
TCIDs en células MDCK.

Para generar MDV-B, se transfectaron o bien células 293T-MDCK o bien COS-7-MDCK cocultivadas con 1 ug de
cada plasmido. Cuando se examinaron a de 5 a 7 dias tras la transfeccion, las células MDCK cocultivadas mostraron
efectos citopaticos (CPE), indicando la generacion de virus MDV-B infeccioso a partir de ADNc clonado. No se
observd CPE en células transfectadas con siete plasmidos (tabla 14). Para determinar la eficacia del sistema de
transfeccion de ADN para la generacion de virus, se titularon sobrenadantes de células siete dias tras la transfeccion
en células MDCK y se determind el titulo de virus mediante ensayo de placas. El titulo de virus del sobrenadante de
293T-MDCK cocultivadas fue de 5,0 x 10° ufp/ml y 7,6 x 10° ufp/ml en células COS7-MDCK.

Tabla 14. Generacién de virus influenza-B infeccioso a partir de ocho plasmidos

segmento 1 2 3 4

PB1 PAB121-PB1

PB2 pAB121-PB1 pAB122-PB2 PAB122-PB2 pAB122-PB2

PA pAB123-PA pAB123-PA pAB123-PA pAB123-PA

HA pAB124-HA pAB124-HA pAB124-HA pAB124-HA

NP pAB125-NP pAB125-NP pAB125-NP pAB125-NP

NA pAB126-NA pAB126-NA pAB126-NA pAB126-NA

M pAB127-M pAB127-M pAB127-M pAB127-M

NS pAB128-NS pAB128-NS pAB128-NS pAB128-NS
Células 293T-MDCK cocultivadas, células COS-7-MDCK cocultivadas

CPE + - + -

ufp/ml 5,0 x 10° 0 7,6 x10° 0
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Se transfectaron células 293T-MDCK cocultivadas (1, 2) o células COS7-MDCK cocultivadas (3, 4) de manera
transitoria con siete u ocho plasmidos. Se monitorizé el efecto citopatico (CPE) siete dias tras la transfeccion en las
células MDCK cocultivadas. Siete dias tras la transfeccion, se titularon los sobrenadantes de las células
transfectadas en células MDCK. Los datos de ufp/ml representan el promedio de mudltiples experimentos de
transfeccion (por ejemplo, tres o cuatro).

Se obtuvieron resultados comparables en experimentos de transfeccién utilizando los vectores de plasmido de
B/Yamanashi/166/98. Estos resultados muestran que el sistema de transfeccion permite la generacién reproducible
de novo de virus influenza B a partir de ocho plasmidos.

Genotipado de influenza B recombinante

Tras un pase posterior en células MDCK, se usé RT-PCR del sobrenadante de células infectadas para confirmar la
autenticidad del virus generado. Se realiz6 RT-PCR con cebadores especificos de segmento para los ocho
segmentos (tabla 12). Tal como se muestra en la figura 5A, se generaron productos de PCR para todos los
segmentos. La secuenciacion directa de los productos de PCR de los segmentos PB1, HA y NS revel6 que los
cuatro nucleétidos analizados eran los mismos que los encontrados en el plasmido pAB121-PB1, pAB124-HA y
pAB128-NS. Estos resultados confirmaron que el virus generado se generd a partir de los plasmidos designados y
excluyen (ademas de los controles negativos) cualquier posible contaminacion de laboratorio con el virus original
(figura 5B).

De manera similar, tras la transfeccién con los vectores de plasmido B/Yamanashi/166/98, se recupero6 el virus y se
amplifico la region que engloba los nucleétidos 1280-1290 del segmento PA. La secuenciacion confirmé que el virus
recuperado correspondia al recombinante derivado de plasmido B/Yamanashi/166/98 (figuras 5C y D).

Fenotipado de rMDV-B

El virus MDV-B muestra dos fenotipos caracteristicos: sensibilidad a la temperatura (ts) y adaptacion al frio (ca). Por
definicién, una diferencia de 2 log (o superior) en el titulo de virus a 37°C en comparacién con 33°C define ts, ca se
define por una diferencia inferior a 2 log en el crecimiento del virus a 25°C en comparacion con 33°C. Se infectaron
células primarias de rifién de pollo (PCK) con el virus MDV-B original y con el virus transfectado derivado de
plasmidos para determinar el crecimiento viral a tres temperaturas.

Para el ensayo de placas, se usaron células MDCK confluentes (ECACC) en placas de seis pocillos. Se incubaron
diluciones de virus durante 30-60 min. a 33°C. Se recubrieron las células con recubrimiento de agarosa al 0,8%. Se
incubaron las células infectadas a 33°C o 37°C. Tres dias tras la infeccién, se tifieron las células con disolucién de
cristal violeta al 0,1% y se determin6 el nimero de placas.

Se realizé el ensayo de fenotipo ca-ts mediante titulacion de TCIDso de las muestras de virus a 25, 33 y 37°C. Este
formato de ensayo mide el titulo de TCIDsp examinando el efecto citopatico (CPE) del virus influenza sobre
monocapas de células primarias de rifién de pollo en placas de cultivo celular de 96 pocillos a diferentes
temperaturas (25°C, 33°C, 37°C). Este ensayo no depende de la morfologia de la placa, que varia con la
temperatura y las cepas de virus; en cambio, depende Unicamente de la capacidad del virus influenza para
replicarse y producir CPE. Se suspendié una suspensién de células primarias de rifidon de pollo (PCK), preparada
mediante tripsinizacion del tejido primario, en medio MEM (de Earl) que contenia FCS al 5%. Se sembraron células
PCK en placas de cultivo celular de 96 pocillos durante 48 horas con el fin de preparar una monocapa con una
confluencia >90%. Tras 48 h, se lavd la monocapa de células PCK durante una hora con medio MEM libre de suero
que contenia L-glutamina 5 mM, antibiéticos, aminoacidos no esenciales, denominado medio de ensayo de fenotipo
(PAM). Se prepararon diluciones en serie de diez veces de las muestras de virus en bloques de 96 pocillos que
contenian PAM. Entonces se sembraron en placa las muestras de virus diluidas sobre la monocapa de PCK lavadas
en las placas de 96 pocillos. En cada dilucién de la muestra de virus, se usaron repeticiones de seis pocillos para la
infeccion con el virus diluido. Se incluyeron células no infectadas como control de células como repeticiones de 6
pocillos para cada muestra. Se titul6 cada muestra de virus en 2-4 repeticiones. Se incluy6 en cada ensayo el virus
control de fenotipo con titulos determinados previamente a 25°C, 33°C y 37°C. Con el fin de determinar el fenotipo ts
de las muestras de virus, se incubaron las placas durante 6 dias a 33°C y 37°C en incubadores de cultivo celular con
un 5% de COs». Para la caracterizacion del fenotipo ca, se incubaron las placas a 2°C durante 10 dias. Se calculé el
titulo de virus mediante el método de Karber y se notifico como logo titulo de TCIDso medio (n=4)/ml + desviacion
estandar. Las deviaciones estandar de los titulos de virus presentadas en la figura 1-3 oscilaron entre 0,1 y 0,3. Se
uso la diferencia en el titulo de virus a 33°C y 37°C para determinar el fenotipo ts y se us6 la diferencia en el titulo a
25°C y 33°C del virus para determinar el fenotipo ca.

El virus MDV-B recombinante derivado de plasmido (recMDV-B) expres6 los dos fenotipos caracteristicos en cultivo
celular, ca y ts, tal como se esperaba. El fenotipo ca, replicacion eficaz a 25°C, se mide funcionalmente como un
diferencial en el titulo entre 25°C y 33°C inferior o igual a 2 logio cuando se sometié a ensayo en células PCK. Tanto
MDV-B original como recMDV-B expresaron ca; la diferencia entre 25°C y 33°C fue de 0,3 y 0,4 log10,
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respectivamente (tabla 15). El fenotipo ts también se mide observando los titulos a dos temperaturas diferentes en
células PCK; sin embargo, para este fenotipo el titulo a 37°C debe ser inferior al titulo a 33°C en 2 logip 0 mas. La
diferencia entre 33°C y 37°C para MDV-B original y recMDV-B fue de 3,4 y 3,7 log10, respectivamente (tabla 15).
Por tanto, el virus MDB-B derivado de plasmido recombinante expresaba los fenotipos tanto ca como ts.

El virus recombinante tenia un titulo de 7,0 logio TCIDso/ml a 33°C y 3,3 TCIDso/ml a 37°C y 8,8 log1o TCIDso/ml a
25°C (tabla 15). Por tanto, el virus recombinante derivado de la transfeccién con los ocho plasmidos de segmento
gendmico de influenza MDV-B tiene el fenotipo tanto ca como ts.

Tabla 15. Ensayo de fenotipo para MDV-B y rMDV-B generados a partir de plasmidos

Temperatura (°C) Fenotipo
. 25 33 37
Virus
Log10 TCID50/ml (media + DE)
B/Ann Arbor/01/66 ca (MDV-B) 8,8+0,3 8,5 + 0,05 51+0,1 ca, ts
RecMDV-B 74 +0,3 7,0 +0,13 3,3+0,12 ca, ts
Rec53-MDV-B 5,9 +0,1 5,7+0,0 5,3 +0,1 ca, nots

Se infectaron células primarias de rifidn de pollo con el virus MDV-B original y el virus recombinante derivado
de plasmido (recMDV-B). Se determind el titulo de virus a tres temperaturas diferentes.

EJEMPLO 7: PRODUCCION DE VIRUS B/YAMANASHI/166/98 REORDENANTE

Se amplificaron los segmentos HA y NA de varias cepas diferentes que representan los principales linajes de
influenza B y se clonaron en pAD3000, esencialmente tal como se describié anteriormente. Se optimizaron los
cebadores para la amplificacion simultanea por RT-PCR de los segmentos HA y NA. La comparacion de las regiones
terminales del ARNv que representa la regiéon no codificante del segmento 4 (HA) y el segmento 6 (NB/NA) reveld
que los 20 nucleétidos terminales en el extremo 5’ y los 15 nucledtidos en el extremo 3’ eran idénticos entre los
genes de HA y NA del virus influenza B. Se sintetizd un par de cebadores para RT-PCR (las secuencias subrayadas
son especificas del virus influenza B) Bm-NAb-1: TAT TCG TCT CAG GGA GCA GAA GCA GAG CA (SEQ ID NO:
79); Bm-NAb-1557R: ATA TCG TCT CGT ATT AGT AGT AAC AAG AGC ATT TT (SEQ ID NO: 80) y se uso6 para
amplificar simultdneamente los genes de HA y NA de diversas cepas de influenza B (figura 8). Se aislaron los
fragmentos de PCR de HA y NA de B/Victoria/504/2000, B/Hawaii/10/2001 y B/Hong Kong/330/2001, se digirieron
con BsmBl y se insertaron en pAD3000. Estos resultados demostraron la aplicabilidad de estos cebadores para la
generacion eficaz de plasmidos que contienen los genes de HA y NA de influenza B a partir de varios virus de tipo
natural diferentes que representan los principales linajes de influenza B. Pueden usarse los productos de RT-PCR
para secuenciar y/o clonar en los plasmidos de expresion.

Con el fin de demostrar la utilidad de B/Yamanashi/166/98 (un virus similar a B/Yamagata/16/88) para expresar
eficazmente antigenos de diversos linajes de influenza B, se generaron reordenantes que contenian PB1, PB2, PA,
NP, M, NS de B/Yamanashi/166/98 y HA y NA de cepas que representan los linajes tanto Victoria como Yamagata
(reordenantes 6 +2). Se cotransfectaron células COS7-MDCK cocultivadas de manera transitoria con seis plasmidos
que representan B/Yamanashi/166/98 y dos plasmidos que contienen el ADNc de los segmentos HA y NA de dos
cepas del linaje B/Victoria/2/87, B/Hong Kong/330/2001 y B/Hawaii/10/2001, y una cepa del linaje
B/Yamagata/16/88, B/Victoria/504/2000, segun los métodos descritos anteriormente. De seis a siete dias tras la
transfeccion, se titularon los sobrenadantes en células MDCK nuevas. Los tres virus reordenantes 6 + 2 tenian
titulos de entre 4 - 9 x 10° ufp/ml (tabla 16). Estos datos demostraron que los seis genes internos de
B/Yamanashi/166/98 podian formar eficazmente virus infeccioso con los segmentos génicos HA y NA de ambos
linajes de influenza B.

Se titularon los sobrenadantes de células COS7-MDCK cocultivadas seis o siete dias tras la transfeccién y se
determind el titulo viral mediante ensayos de placas en células MDCK.

Tabla 16: Conjunto de plasmidos usados para la generacién de B/Yamanashi/166/98 y reordenantes 6 + 2.

segmento

1 pAB251-PB1  pAB251-PB1  pAB251-PB1 pAB251-PB1
2 pAB252-PB2 pAB252-PB2  pAB252-PB2  pAB252-PB2  pAB252-PB2
3 pAB253-PA pAB253-PA pAB253-PA pAB253-PA pAB253-PA
4 pAB254-HA pAB254-HA pAB281-HA  pAB285-HA pAB287-HA
5 pAB255-NP pAB255-NP pAB255-NP pAB255-NP pAB255-NP
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6 pAB256-NA pAB256-NA pAB291-NA pAB295-NA pAB297-NA

7 pAB257-M pAB257-M pAB257-M pAB257-M pAB257-M

8 pAB258-NA pAB258-NA pAB258-NA pAB258-NA pAB258-NA

Virus recombinante 8 6+2 6+2 6+2
B/Yamanashi/  B/Victoria/504/  B/Hawaii/10/2001 B/Hong
166/98 2000 Kong/330/2001

ufp/mi® 0 4x10° 9x10° 6 x 10° 7 x10°

Se obtuvieron titulos relativamente altos mediante la replicacion de B/Yamanashi/166/98 de tipo natural en huevos.
Se realizaron experimentos para determinar si esta propiedad era un fenotipo inherente de los seis genes “internos”
de este virus. Para evaluar esta propiedad, se comparé el rendimiento de B/Victoria/504/2000 de tipo natural, que se
replicaba s6lo moderadamente en huevos, con el rendimiento del reordenante 6 + 2 que expresaba HA y NA de
B/Victoria/504/2000. Se inocularon cada uno de estos virus, ademas de B/Yamanashi/166/9R tipo natural y
recombinante, en 3 é 4 huevos de pollo embrionados, a o bien 100 o bien 1000 ufp. Tres dias tras la infeccion, se
recogieron los liquidos alantoideos de los huevos y se determinaron los titulos de TCIDsy en células MDCK. Los
reordenantes 6 + 2 produjeron cantidades similares de virus en el liquido alantoideo con respecto a la cepa
B/Yamanashi/166/98 de tipo natural y recombinante (figura 9). La diferencia en el titulo entre B/Victoria/504/2000 y el
recombinante 6 + 2 fue de aproximadamente 1,6 logio TCIDsg (0,7-2,5 logio TCIDso/ml, IC del 95%). Se confirmé la
diferencia entre B/Victoria/504/2000 y el recombinante 6 + 2 en tres experimentos separados (P <0,001). Estos
resultados demostraron que podian conferirse las propiedades de crecimiento en huevos de B/Yamanashi/166/98 a
antigenos de HA y NA que normalmente se expresan a partir de cepas que se replican escasamente en huevos.

EJEMPLO 8: BASE MOLECULAR PARA LA ATENUACION DE B/ANN ARBOR/1/66 CA

El virus MDV-B (B/Ann Arbor/1/66 ca) se atenua en seres humanos, muestra un fenotipo atenuado en hurones y
muestra un fenotipo adaptado al frio y sensible a la temperatura en cultivo celular. Se compararon las secuencias de
aminoacidos deducidas de los genes internos de MDV-B con secuencias en la base datos de influenza Los Alamos
(de la web en: flu.lanl.gov) usando el algoritmo de busqueda BLAST. Se identificaron ocho aminoacidos unicos para
MDV-B y no presentes en ninguna otra cepa (tabla 17). Los segmentos genémicos que codifican para PB1, BM2,
NS1 y NS2 no muestran residuos sustituidos Unicos. Las proteinas PA y M1 tienen cada una dos, y la proteina NP
tiene cuatro aminoacidos sustituidos Unicos (tabla 17). Se encuentra un aminoacido sustituido en PB2 en la posicién
630 (una cepa adicional B/Harbin/7/94 (AF170572) también tiene un residuo de arginina en la posicién 630).

Estos resultados sugirieron que los segmentos génicos PB2, PA, NP y M1 pueden estar implicados en el fenotipo
atenuado de MDV-B. De una manera anéloga a la descrita anteriormente para MDV-A, puede utilizarse el sistema
de ocho plasmidos para generar recombinantes y reordenantes (individuales y/o dobles, es decir, reordenantes 7:1;
6:2) de manera independiente auxiliar simplemente mediante la cotransfeccion de los plasmidos relevantes en
células en cultivo tal como se describié anteriormente con respecto a MDV-A. Por ejemplo, los 6 genes internos de
B/Lcc/40 pueden usarse conjuntamente con los segmentos HA y NA derivados de MDV-B para genera reordenantes
6+ 2.

Tabla 17. Aminoacidos sustituidos Unicos de B/Ann Arbor/1/66

N B/Ann Arbor/1/66 ca Secuencias alineadas Numero de secuencias
(virus de tipo natural) alineadas
pos. aminoacido  codoén aminoacido codén
PB1 0 - - 23
PB2 1 630 Arg630 AGA Ser630 AGC 23
PA 2 431 Met431 ATG Val431 GTG 23
497 His497 CAT Tyr497 TAT
NP 4 55 Ala55 GCC Thr55 ACC 26
114 Ala114 GCG Val114 GIG
410 His410 CAT Pro410 CCT, CCC
509 Thr509 GAC Ala509 GGC
M1 2 159 GIn159 CAA His159 CAT 24
183 Val183 GTG M183 ATG
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BM2 0 - - 24
NS 1 0 - - 80
NS2 0 - - 80

Se usb la secuencia de aminoacidos deducida de ocho proteinas de B/Ann Arbor ca en una busqueda en
BLAST. Se muestra la posicién del aminoacido que era diferente entre MDV-B y las secuencias alineadas. Los
nucleétidos en los codones que estan subrayados representan las posiciones sustituidas.

Con el fin de determinar si las 8 diferencias de amino&cidos Unicos tenian algin efecto sobre los fenotipos
caracteristicos de MDV-B, se construyé un virus recombinante en el que las ocho posiciones de nucleétido
codificaban para el aminoacido que refleja el complemento genético de influenza de tipo natural. Se construyeron un
conjunto de plasmidos en los que se cambiaron los ocho residuos de los genes de PA, NP y M1 mediante
mutagénesis dirigida al sitio para reflejar los aminoacidos de tipo natural (tal como se indica en la tabla 17). Se
generd un recombinante con los ocho cambios, designado rec53-MDV-B, mediante cotransfeccion de los plasmidos
construidos en células COS7-MDCK cocultivadas. El cocultivo de células MDCK y el crecimiento a 33°C garantizo
que el sobrenadante contenia altos titulos de virus de seis a siete dias tras la transfeccion. Se titularon los
sobrenadantes de las células transfectadas y se determiné el titulo en células MDCK mediante ensayo de placas y
células PCK a 33°C y 37°C.

Tal como se muestra en la figura 13, en dos experimentos independientes diferentes, recMDV-B expresé el fenotipo
ts tanto en células MDCK como en células PCK. El virus reordenante triple rec53-MDV-B designado que alberga los
ocho cambios de aminodacidos expreso el fenotipo no ts, la diferencia en el titulo entre 33°C y 37°C fue sélo de 0,7
log1o en células PCK. Este titulo era inferior a la diferencia de 2 log1o requerida caracteristica de la definicion de ts 'y

era significativamente inferior a la diferencia de ~3 log1o observada con recMDV-B. Estos resultados muestran que la

alteracion de los ocho aminoéacidos dentro de las proteinas PA, NP y M1 era suficiente para generar un virus de tipo
natural, no ts, con glicoproteinas tanto homélogas como heterélogas.

Entonces se determind la contribucion de cada segmento génico al fenotipo ts. Se generaron recombinantes
derivados de plasmido que albergaban el segmento génico o bien PA, NP o bien M con el complemento de
aminodcido de tipo natural mediante la técnica de cotransfeccion de ADN. Todos los recombinantes de genes
individuales mostraron restriccion del crecimiento a 37°C en células MDCK y en células PCK (figura 14), lo que
indica que cambios en segmentos génicos no individuales podian revertir el fenotipo ts. Ademas, los virus
recombinantes que portaban los segmentos génicos tanto NP como M o tanto PA como M juntos también
conservaban el fenotipo ts. En contraposicion, los virus recombinantes que albergaban los segmentos génicos tanto
PA como NP tenian una diferencia en el titulo entre 37°C y 33°C de 2,0 logio 0 menos, similar a rec53-MDV-B. Estos
resultados muestran que los genes de NP y PA tienen una contribucion principal al fenotipo ts.

Para determinar si los cuatro aminoacidos en la proteina NP y dos en la proteina PA contribuyen a no ts, se
generaron recombinantes de genes dobles y genes triples con genes de NP y PA alterados (figura 15). La
sustitucion de dos aminoacidos A114 — V114 y H410 — P410 dio como resultado un fenotipo no ts. Los virus con
sustitucion individual H410 — P410 en la nucleoproteina mostraron fenotipo no ts en MDCK'y PCK. Por otra parte, la
sustitucion individual A55 — T55 mostrd un fenotipo ts. Estos resultados indican que P410 en NP esta implicado en
el crecimiento eficaz a 37°C. Estos resultados muestran que a partir de los seis aminoacidos de PA y NP cuatro
residuos contribuyen al fenotipo no ts.

Basandose en la evidencia anterior, un fenotipo ts y un fenotipo atenuado estan altamente correlacionados. Esta
bien establecido que el virus B/Ann Arbor/1/66 ca no es detectable en tejido pulmonar de hurones infectados,
mientras que los virus influenza B atenuados son detectables en pulmones tras la infeccion intranasal. Para
determinar si una mutacién idéntica subyace a los fenotipos ts y att, se realizaron los siguientes estudios.

Se realizaron pases de virus recombinantes obtenidos tras la transfeccion en huevos de pollo embrionados para
producir una reserva de virus. Se inocularon hurones de nueve semanas de edad por via intranasal con 0,5 ml por
orificio nasal de virus con titulos de 5,5, 6,0 6 7,0 log1o ufp/ml. Tres dias tras la infeccion, se sacrificaron los hurones
y se examinaron sus pulmones y cornetes tal como se describié anteriormente.

Se infectaron hurones (cuatro animales en cada grupo) por via intranasal con recMDV-B o rec53-MDV-B. Tres dias
tras la infeccién con el virus se recogieron los cornetes nasales y tejido pulmonar y se sometié a prueba la existencia
del virus. No se detect6 virus en los tejidos pulmonares de hurones infectados con 7,0 logio ufp de recMDV-B. De los
cuatro animales infectados con virus rec53-MDV-B con 7,0 log1o ufp, en tres animales se detectd virus en el tejido
pulmonar (un animal en este grupo por motivos desconocidos). En dos de cuatro tejidos pulmonares de hurones
infectados con rec53-MDV-B a una dosis inferior (5,5 log ufp/ml) pudo aislare virus del tejido pulmonar. Por tanto, el
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cambio de los ocho aminoacidos Unicos en la proteina PA, NP y M1 a residuos de tipo natural fue suficiente para
convertir un fenotipo att en un fenotipo no att.

Puesto que los datos en cultivo celular mostraron que PA y NP son los principales elementos de contribucién al
fenotipo ts, en un segundo experimento, se infectaron hurones con rec53-MDV-B (PA, NP, M), rec62-MDV-B (PA),
NP rec71-MDV-B (NP) con 6 log ufp. Dos de cuatro animales infectados con rec53-MDV-B tenian virus en el pulmén.
Ninguno de los tejidos pulmonares de hurones infectados con virus reordenantes individuales y dobles tenia niveles
detectables de virus. Por tanto, ademas de los aminoacidos en las proteinas PA y NP, la proteina M1 es importante
para el fenotipo att. Los virus con PA y NP de tipo natural no se replicaron en el pulmdn de hurén lo que indica que
un subconjunto de las mutaciones implicadas en la atenuacion estan implicadas en el fenotipo ts.

Por tanto, los fenotipos ts y att de B/Ann Arbor/1/66 estan determinados por tres genes como maximo. La conversion
de ocho aminoacidos en la proteina PA, NP y M1 en residuos de tipo natural dio como resultado un virus
recombinante que se replicaba eficazmente a 37°C. De manera similar, un virus recombinante 6 + 2 que
representaba los seis genes internos de MDV-B con los segmentos HA y NA de B/HongKong/330/01 mostré un
fenotipo ts y el recombinante triple era no ts.

Tal como se describié anteriormente con respecto a cepas de influenza A, la sustitucion de los residuos indicados
anteriormente, por ejemplo PB2°%° (S630R); PA**' (V431M); PA*®" (Y497H); NP*® (T55A); NP (V114A); NP*'°
(P410H); NP®'® (A510T); M1'®® (H159Q) y M1'*® (M183V) confiere los fenotipos ts y att. Por consiguiente, las
variantes modificadas artificialmente por ingenieria genética del virus de la cepa de influenza B que tienen una o
mas de estas sustituciones de aminoacido presentan los fenotipos ts y att y son adecuadas para su uso, por
ejemplo, como virus de cepa donadora maestra, en la produccién de vacunas con virus influenza vivo atenuado.

EJEMPLO 9: RESCATE DE INFLUENZA DE OCHO PLASMIDOS MEDIANTE ELECTROPORACION DE CELULAS
VERO

Previamente se ha sugerido que puede rescatarse influenza A recombinante de células Vero (Fodor et al. (1999)
Rescue of influenza A virus from recombinant DNA J. Virol. 73:9679-82; Hoffmann et al. (2002) Eight-plasmid system
for rapid generation of influenza virus vaccine, Vaccine 20:3165-3170). El método notificado requiere el uso de
reactivos lipidicos y se ha documentado sélo para una Unica cepa de cepas de laboratorio de replicacion altamente
competente de influenza A (A/WSN/33 y A/PR/8/34), lo que lo hace de aplicacion limitada en la produccion de virus
atenuados vivos adecuados para la produccion de vacunas. La presente invencién proporciona un método novedoso
para recuperar virus influenza recombinantes de células Vero usando electroporacion. Estos métodos son
adecuados para la produccién de los virus de la cepa tanto influenza A como influenza B, y permiten la recuperacion
de, por ejemplo, virus adaptados al frio, sensibles a la temperatura, atenuados a partir de células Vero hechas crecer
en condiciones libres de suero que facilitan la preparacién de una vacuna atenuada viva adecuada para su
administracién en, por ejemplo, formulaciones de vacuna intranasales. Ademas de su amplia aplicabilidad en todas
las cepas de virus, la electroporacion no requiere reactivos adicionales distintos al medio de crecimiento para el
sustrato celular y por tanto tiene menos posibilidad de contaminantes no deseados. En particular, este método es
eficaz para generar virus recombinantes y reordenantes usando células Vero adaptadas al crecimiento en
condiciones libres de suero, tal como aislados de células Vero calificados como libres de patégenos y adecuados
para la produccién de vacunas. Esta caracteristica apoya la eleccién de la electroporacion como método apropiado
para la introducciéon comercial de ADN en sustratos celulares.

Se comparé la electroporacién con una variedad de métodos para la introduccién de ADN en células Vero,
incluyendo transfeccion usando numerosos reactivos basados en lipidos, precipitacién con fosfato de calcio y
microinyeccion de células. Aunque se obtuvo algin éxito usando reactivos basados en lipidos para el rescate de
influenza A, sélo la electroporacion demostré que rescataba influenza B asi como influenza A de células Vero.

Un dia antes de la electroporacion, se dividieron células Vero confluentes al 90 - 100% y se sembraron a una
densidad de 9 x 10° células por frasco T225 en MEM complementado con pen./estrep., L-glutamina, aminoacidos no
esenciales y FBS al 10% (MEM, FBS al 10%). Al dia siguiente, se sometieron a tripsinizacién las células y se
resuspendieron en 50 ml de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) por frasco T225. Entonces se
sedimentaron las células y se resuspendieron en 0,5 ml de OptiMEM | por frasco T225. Opcionalmente, puede
emplearse medio OptiMEM adaptado que no contiene componentes derivados de seres humanos ni de animales.
Tras la determinaciéon de la densidad celular, por ejemplo, mediante el recuento de una dilucién 1:40 en un
hemocitémetro, se anadieron 5 x 10° células a una cubeta de electroporacion de 0,4 cm en un volumen final de
400 ul de OptiMEM I. Entonces se afadieron veinte ug de ADN que consistia en una mezcla equimolar de ocho
plasmidos que incorporaban el genoma de o bien MDV-A o bien MDV-B en un volumen de no mas de 25 ul a las
células en la cubeta. Se mezclaron las células suavemente mediante ligeros golpes y se sometieron a
electroporacion a 300 voltios, 950 microfaradios en un BioRad Gene Pulser Il con Capacitance Extender Plus
conectado (BioRad, Hercules, CA). La constante de tiempo debe estar en el intervalo de 28 - 33 ms.

Se mezclé el contenido de la cubeta suavemente mediante ligeros golpes y 1-2 min tras la electroporacién se
anadieron 0,7 ml de MEM, FBS al 10% con una pipeta de 1 ml. Entonces se mezclaron suavemente de nuevo las
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células pipeteando hacia arriba y hacia abajo algunas veces y luego se dividieron entre dos pocillos de una placa de
6 pocillos que contenia 2 ml por pocillo de MEM, FBS al 10%. Entonces se lavo la cubeta con 1 ml de MEM, FBS al
10% y se dividi6 el contenido entre los dos pocillos para un volumen final de aproximadamente 3,5 ml por pocillo.

En experimentos alternativos, se sometieron a electroporacion células Vero adaptadas a condiciones de crecimiento
libres de suero, por ejemplo, en OptiPro (SFM) (Invitrogen, Carlsbad, CA) tal como se describié anteriormente
excepto que tras la electroporacion en OptiMEM |, se diluyeron las células en OptiPro (SFM) en el que se cultivaron
posteriormente para el rescate de virus.

Entonces se hicieron crecer las células sometidas a electroporacion en condiciones apropiadas para la replicacion y
la recuperacion del virus introducido, es decir, a 33°C para las cepas donadoras maestras adaptadas al frio. Al dia
siguiente (por ejemplo, aproximadamente 19 horas tras la electroporacion), se retir6 el medio y se lavaron las células
con 3 ml por pocillo de OptiMEM | u OptiPro (SFM). Se afiadié un ml por pocillo de OptiMEM | u OptiPro (SFM) que
contenia pen./estrep. a cada pocillo y se recogieron los sobrenadantes diariamente sustituyendo los medios. Se
almacenaron los sobrenadantes a -80°C en SPG. Normalmente se observé la produccion de virus pico entre 2 'y 3
dias tras la electroporacion.

Tabla 18: Resultados de rescate de 8 plasmidos de cepas de MDV en diferentes tipos celulares y mediante
diferentes métodos de transfeccién

Sustrato Método N.2 de prueba Resultado (virus
infeccioso recuperado)

MDV-B

COS-7/MDCK Lipo 3 positivo

COS-7/MDCK CaPO4 2 positivo

MRC-5 Lipo 5 negativo

MRC-5 CaP0O4 3 negativo

MRC-5 Electroporacion 2 negativo

WI-38 Lipo 2 negativo

WI-38 Electroporaciéon 4 negativo

WI-38 Microinyeccion 1 negativo

LF1043 Lipo 1 negativo

LF1043 CaPO4 2 negativo

Vero Lipo 7 negativo

Vero CaP0O4 2 negativo

Vero/MDCK Lipo 1 negativo

Vero (suero) Electroporacion 5 positivo (5/5)

Vero (libre de suero) Electroporaciéon 4 positivo (4/4)
MDV-A

Vero (suero) Electroporacion positivo (3/3)

Vero (libres de suero) Electroporacion positivo (3/3)

EJEMPLO 10: SISTEMA DE VECTORES DE VIRUS INFLUENZA PARA SUMINISTRO GENICO

Los vectores de la presente invencion también pueden usarse como sistemas de suministro génico y para terapia
génica. Para tales aplicaciones, es deseable generar virus influenza recombinante, por ejemplo, virus influenza A o B
recombinante que expresa una proteina foranea. Por ejemplo, debido a que el segmento 7 del virus influenza B no
experimenta corte y empalme, proporciona un elemento genético conveniente para la insercion de secuencias de
acido nucleico heterélogas. EI ARNm contiene dos cistrones con dos marcos de lectura abiertos que codifican para
las proteinas M1 y BM2. El marco de lectura abierto de BM2 o M1 se sustituye por la secuencia heteréloga de
interés, por ejemplo, un gen que codifica para la proteina fluorescente verde potenciada (EGFP). Usando el sistema
de vectores basado en plasmidos de la presente invencion, se clona el ADNc que codifica para el marco de lectura
abierto de M1-EGFP y BM2 en dos plasmidos diferentes. El marco de lectura abierto esta flanqueado por la regién
no codificante del segmento 7, que contiene las sefales requeridas para la replicacion y transcripcion.
Alternativamente, se construyen dos plasmidos: uno que contiene el ORF de M1 y el otro que contiene EGFP-BM2.

38



ES 2526 191 T3

La cotransfeccién de los nueve plasmidos resultantes da como resultado la generaciéon de un virus influenza B
recombinante que contiene la secuencia génica heteréloga. De manera similar, puede expresarse EGFP a partir del
segmento NS1 de influenza A.

El virus influenza B “verde” a modo de ejemplo puede usarse para la normalizacién en ensayos de virus, tales como
ensayos de microneutralizacion. La combinacién de la tecnologia basada en plasmidos y la simple deteccion de la
expresion de proteinas (la fluorescencia derivada de EGFP puede monitorizarse mediante microscopia, tal como se
ilustra en la figura 2), permite la optimizacién de la expresién de proteinas.

39



10

15

20

25

30

ES 2526 191 T3

REIVINDICACIONES
Método para producir virus influenza B infecciosos en cultivo celular, comprendiendo el método:

i)  someter a electroporacién una poblacion de células Vero con una pluralidad de vectores de
plasmido que comprenden secuencias de acido nucleico de un genoma de virus influenza B;

ii)  cultivar la poblacién de células Vero en condiciones permisivas para la replicacién viral; y,
iii)  recuperar una pluralidad de virus influenza B infecciosos.

Método segun la reivindicacion 1, en el que los virus influenza B presentan uno o més atributos fenotipicos
seleccionados del grupo que consiste en: sensibilidad a la temperatura, adaptacion al frio y atenuacion.

Método segun la reivindicacion 1, en el que los virus influenza B comprenden un virus influenza atenuado,
adaptado al frio, sensible a la temperatura.

Método segun la reivindicacion 1, que comprende cultivar las células Vero en medio libre de suero.

Método segun la reivindicacién 1, en el que las condiciones permisivas para la replicacion viral comprenden
cultivar las células Vero a una temperatura inferior o igual a 35°C.

Método segun la reivindicacién 1, en el que las condiciones permisivas para la replicacion viral comprenden
cultivar las células Vero a una temperatura de 33°C.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el virus influenza B es adecuado para su administracion en una
formulacion de vacuna intranasal.

Método segun la reivindicacion 1, en el que la pluralidad de vectores de plasmido son ocho vectores de
plasmido.

Método segun la reivindicacion 1, en el que no hay virus auxiliar.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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Secuencia en formato de Genbank (SEQ ID NO:75)

circular

14-EME-2002

I nota = “promotor de CMV truncado [correspondiente a la region 484-863 de

LOCUs cADINO] 236 pb ADM
DEFINICION Derivado de pHW2000 con senal de poliA de 5W40 que sustituye a BGH
CARACTERISTICAS Ubicacidnfcalificadores
pramotor 2420..2739
funtifkey==29"
! etiqueta =pCMV
PCDNAZ) -

RECLUENTO DE BASES

ORIGEN

mise_ marcador

origen_rep

terminador

promaotor

&xan

1

61
121
181
241
im
361
421
481
541
601
661
721
781
a41
201
il
1021
1081
1141
1201
1261
1321

1422..2282

/fvncifkey==22"

I etiqueta = bla

I nota = “beta-lactamasa™

612..1172

Suntifkey="33"
 etiqueta = ori de ColE1
{ nota = “origen de replicacién de Col E1™

11..45

Jvntifkey="43"

{etiqueta =t

I nota = “terminador de Pol I

complemento (65. .276)

Swntifkay="29"
[/ etiqueta = Pol |
I nota = “promotor de Pol | humano™

296..430

funtifkey="61"

{ efiqueta = pA

717 a 73

ctagcagtta accggagtac
ctccaataac coggcggocc
ccgggaggtec gogtocaceoga
tccccaaaaa cgccaccaktc
caggacacac .gcgggagcag
tgataagata cattgatgag
tLatctgtga aatttgtgat
aaggabctge alLtaatgaat
tcttoogeott coctogoteoac
tocagotcack caaaggcoggl
aacatghbgag caaaaggcca
tttttccata ggcboocgecc
tggcgaaace cgacaggact
cgckctoolyg tbccgaccct
agcgtggege tttctcaatg
tccaagotgg gotghghgca
asckalogle LLUgegflamerabl
ggtaacagga ttagcagagc
cctaactacy gcoctacactag
accttecggaa aaagagttgg
ggttbttttg Lttgoaagcoa
ttgatctttt ctacggggtc
gtcatgagat Latcaaaaag

| nota = “pA |SV40)™"
4 e

tggtcgacck
aaaatgccga
ccacgccgoc
gragoccacac
cgccgggccy
tttggacaaa
gotatbgoln
cggccaacgoc
tgactcgctg
aatacgglLta
goaanaggos
cocctgacgag
ataaagatac
gocogottace
ctcacgeobgl:
Lals LT TE ol AT
U akeayfil
gagptatgla
aaggacagla
tagetebLga
goagattacqg
tgacgctcag
gatcttcacc

46

703 g

ccgaagttgg
ctcggagcga
ggcocaggog
acggagcgoc
gggacgoocl
ccacaactag
tatttgtaac
goggggagag
cgetegateg
Lecacagaat
aggaaccgla
catcacaaaa
caggegbiee
ggatacctgt
aggtatctca
ghbcagooeog
IRTLE T TS
ggcggtocta
rttgylatel
tocoggoaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagateccttt

682 ¢ .

gggggaggag
aagatatacc
acgcgogaca
cggggcccteo
ccocggoggtes
aatgecagtga
cattataagc
gcggtttgog
Lteggectgeg
caggggataa
aaaaggooge
atcgacgcte
ccoctggaag
ccgocttict
gttcggtgta
accgctgege
viuiactggu
cagagttckt
gogetobgoet
aaaccaccgo
aaggacctca
acktcacgtta
taaattaaaa

acggtaccgt
tcoccocgggg
cggacacctyg
tggtcaaccc
acctcagaca
aaaaaatgct
tgcaataaac
tattgggcgo
gcgageggta
cgcaggaaag
gttgctggocg
aagtcagagg
ctecoccbogtg
cccktcggga
ggtegttege
cttatccggh
dayeaydcai
gaagteotag
gaagccagtlh
tggtagoggt
agaagatcct
Aagggaktttkg
atgaagtttt
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1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821

aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgy
tcaaggcgag
ccgategtty
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac
tggcccgect
atctacgtat
cgtggatagc
agtttgtttt
ttgacgcaaa
ctaactagag
agccaagctg

aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctgce
taagtagttc
tgtcacgclc
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgccaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccgce
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcga
ggcattatgc
tagtcatcgc
ggtttgactc
ggcaccaaaa
tgggcggtag
aacccactgc
ttaacg
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tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccaqgqttaat
glcgttiggtl
ccccatgttg
gttggcegceca
gccatccgta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccyg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
acggggattt
tcaacgggac
gcgtgtacgg
ttactggett

tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggcec
tcagcaataa
gcctccatcc
agtttgecgca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
acgcccccta
accttatggg
gtgatgcggt
ccaagtctcc
tttccaaaat
tgggaggtct
atcgaaatta

47

gttaccaatg
tagttgectg
ccagtgctgc
accagccagc
agtctattaa
acgttgttgce
tcageteegg
cggttagctce
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgecce
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttctgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttccgecgceac
ttgacgtcaa
actttcctac
tttggcagta
accccattga
gtcgtaacaa
atataagcag
atacgactca

cttaatcagt
actccccegtc
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgccag
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttccccga
tgacggtaaa
ttggcagtac
catcaatggg
cgtcaatggg
ctccgeccca
agctctctgg
ctatagggag
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ALINEACION DE SECUENCIAS CONSENSO DE MDV-B CON ADNc EN LOS
OCHO PLASMIDOS (PAB12 [N-SEGMENTO])
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GAGACAGCCCAATTTGGTTCCGGGATTTTTGTAGTATAGCACCGGTCTTG
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ATTTGGAGTTGCTGGAGTAAATGAATCAGCAGATATGGCAATAGGAATGA
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CTTTTTGAGGCCTGTTTTAACAGTGCATCATACAGGAAACCAGTAGGTCA

51

1650
1650

1700
1700

1750
1750

1800
1800

1850
1850

1900
1900

1950
1950

2000
2000

2050
2050

2100
2100

2150
2150



pAB121-PB1
MDV-B-PB1

pPAB121-PB1l
MDV-B-PB1

pAB121-PB1
MDV-B-PB1

pAB121-PB1
MDV-B-PB1

pAB121-PB1
MDV-B-PB1

ES 2526 191 T3

AAAGGCTCGTGTTTCTACT
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GAAGCGAGCAATGTGATAATGGAAATATTGTTCCCTAAAGAAGCAGGAAT
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ATGAAGAAATATTAATCGGGAACGGAACAATACAGAARATTGGAATATGG
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Fig. 13 Recombinantes de genes triples con residuos de tipo natural en proteinas PA, NP y M1
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Fig. 14 Crecimiento de virus recombinantes de genes individuales y genes dobles
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Fig. 15 Residuos de aminoacido de la nucleoproteina necesaria para el fenotipo no ts
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Figura 16
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Figura 18
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Figura19
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Figura 20A

Replicacion de MDV-A, B en MDCK y PER.C6
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Genes de MDV-A individuales en replicacion en PER.C6
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