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DESCRIPCION
Sistema multi-plasmido para la produccién de virus de la gripe.
Antecedentes de la invencion

Los virus de la gripe estan formados por un nucleo interno de ribonucleoproteina que contiene un genoma de ARN
monocatenario segmentado y una envuelta externa de lipoproteina revestida de una proteina de matriz. Los virus de
la gripe A y B contiene cada uno ocho segmentos de ARN monocatenario con polaridad negativa. El genoma de
gripe A codifica al menos once polipéptidos. Los segmentos 1-3 codifican los tres polipéptidos, formando el ARN
viral dependiente de ARN polimerasa. El segmento 1 codifica la proteina de complejo de polimerasa PB2. Las
demas proteinas polimerasas, PB1 y PA, estan codificadas por el segmento 2 y el segmento 3, respectivamente.
Ademas, el segmento 1 de algunas cepas de gripe A codifica una proteina pequefia, PB 1-F2, producida a partir de
una fase de lectura alternativa en la region codificante de PB 1. El segmento 4 codifica la glucoproteina de superficie
hemaglutinina (HA) implicada en la unién y entrada a la célula durante la infeccién. El segmento 5 codifica el
polipéptido de la nucleoproteina de la nucleocépsida (NP), el componente estructural principal asociado con el ARN
viral. El segmento 6 codifica una glucoproteina de envuelta, neuraminidasa (NA). El segmento 7 codifica dos
proteinas de matriz, denominadas M1 y M2, que se traducen a partir de ARNm cortados y empalmados de manera
diferencial. El segmento 8 codifica a NS1 y NS2 (NEP), dos proteinas no estructurales, que se traducen a partir de
variantes de ARNm de corte y empalme alternativo.

Los ocho segmentos del genoma de la gripe B codifican 11 proteinas. Los tres genes mas grandes codifican
componentes de la ARN polimerasa, PB1, PB2 y PA. El segmento 4 codifica la proteina HA. El segmento 5 codifica
a NP. El segmento 6 codifica la proteina NA y la proteina NB. Ambas proteinas, NB y NA, se traducen a partir de
fases de lectura solapantes de un ARNm bicistronico. El segmento 7 de la gripe B también codifica dos proteinas:
M1y BM2. El segmento méas pequefio codifica dos productos: NS1 se traduce a partir del ARN de longitud completa,
mientras que NS2 se traduce a partir de una variante de ARNm de corte y empalme.

Se han producido vacunas capaces de producir una respuesta inmunitaria protectora especifica para los virus de la
gripe durante mas de 50 afios. Las vacunas pueden caracterizarse como vacunas de virus completo, vacunas de
virus fraccionados, vacunas de antigenos de superficie y vacunas de virus vivo atenuado. Mientras que las
formulaciones adecuadas de cualquiera de estos tipos de vacuna son capaces de producir una respuesta sistémica
inmune, las vacunas de virus vivo atenuado también son capaces de estimular la inmunidad mucosal local en el
tracto respiratorio.

FluMist™ es una vacuna viva atenuada que protege a nifios y adultos frente a 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 338:1405-12; 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
segmentos génicos de HA y NA procedentes de las cepas de tipo silvestre actualmente en circulacion junto con seis
segmentos génicos, PB1, PB2, PA, NP, M y NS, de un virus donante maestro (VDM). El VDM para las cepas de
gripe A de FluMist (VDM-A) se cre6 pasando en serie la cepa de wt (tipo silvestre) A/Ann Arbor/6/60 (A/AA/6/60) en
cultivo tisular de rifion primario de pollo a temperaturas sucesivamente mas bajas (Maassab (1967) Adaptation and
growth characteristics of influenza virus at 25 degrees C Nature 213:612-4). VDM-A se replica de manera eficaz a
25°C (ca, adaptado al frio), pero su crecimiento esté restringido a 38 y 39 °C (ts, sensible a la temperatura). Ademas,
el virus no se replica en los pulmones de hurones infectados (att, atenuacion). Se cree que el fenotipo ts contribuye a
la atenuacién de la vacuna en seres humanos restringiendo su replicacion en todas salvo las partes 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 gripe creadas mediante mutagénesis quimica, la propiedad ts de VDM-A no se
revirtid6 después de su pase por hamsteres infectados o en aislados obtenidos de nifios (para una revision reciente,
véase Murphy y Coelingh (2002) Principles underlying the development and use of live attenuated cold-adapted
influenza A and B virus vaccines Viral Immunol 15:295-323). Mochalova et al. (2003), Virology, 313(2):473-480
divulgan que la propagacion del virus HIN1 humano en huevos embrionados da como resultado una seleccién de
variantes con sustituciones de aminoacidos préximas al sitio de union al receptor de HA, es decir, G226R o D225G.
Medeiros et al. (2001), Virology, 289(1):74-85 describen que el cambio sucesivo de GIn226 a Leu a lle a Val
observado en aislados naturales da como resultado una pérdida progresiva de la capacidad de la HA para unirse a
los eritrocitos de pollo. Ha et al. (2001), Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 98(20):11181-11186 confirman que GIn226 es un resto especifico de aves, mientras que Leu226 es
especifico de seres humanos. Rogers et al. (1983), Nature, 304(5921):76-78 también identificaron el resto 226 como
importante para la union de HA a &cido sialico en células diana. Este documento sugiere ademas que también
pueden intervenir otros restos en la especificidad, incluyendo His183. Jin-Hua et al. (2004), Virus Genes, 29(3):329-
334 desvela que el resto 226, y también los restos 183 y 190 de HON2 son importantes para la especificidad de
unién de HA.

Estudios clinicos en mas de 20.000 y nifios que implican 12 cepas reorganizantes 6:2 han demostrado que estas
vacunas estan atenuadas, son 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
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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 reorganizantes que portan los seis genes internos de VDM-A y los dos segmentos génicos de HA y NA del
virus wt (reorganizante 6:2) mantienen los fenotipos ca, ts y att de manera consistente (Maassab et al. (1982)
Evaluation of a cold-recombinant influenza virus vaccine in ferrets J Infect Dis 146:780-900).

Hasta la fecha, todas las vacunas comerciales para la gripe en los Estados Unidos se han propagado en huevos de
gallina embrionados. Aunque el virus de la gripe crece bien en los huevos de gallina, la produccién de vacuna
depende la disponibilidad de huevos. Deben organizarse los suministros de huevos, y seleccionarse las cepas para
vacunacion meses antes de la siguiente temporada de gripe, limitando la flexibilidad de esta estrategia, y dando a
menudo como resultado retrasos y escasez en la produccion y distribucion. Desafortunadamente, algunas cepas de
vacuna de gripe, tales como el prototipo de cepa A/Fujian/411/02 que circulé durante la temporada 2003-04, no se
replica bien en huevos de gallina embrionados, y tiene que aislarse mediante cultivo celular en un procedimiento
costoso y laborioso. También se describe en el presente documento una nueva tecnologia para aumentar la
capacidad de replicaciéon de las cepas de vacuna en huevos de gallina embrionados. Ademas, la presente
divulgacion permite una produccién mas eficaz y econdémica de vacunas de la gripe.

Los sistemas para producir virus de la gripe en cultivo celular también se han desarrollado en los ultimos afios
(véase, 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 y Shafferman
(eds) Novel Strategies in Design and Production of Vaccines pags. 141-151). Tipicamente, estos métodos implican la
infeccion de células hospedadoras inmortalizadas adecuadas con una cepa seleccionada del virus. Aunque se
eliminan muchas de las dificultades relacionadas con la produccion de vacunas en huevos de gallina, no todas las
cepas patogénicas de gripe crecen bien y pueden producirse de acuerdo con los métodos de cultivo tisular
establecidos. Ademas, muchas cepas con caracteristicas deseables, por ejemplo, atenuacién, sensibilidad a la
temperatura y adaptacion fria, adecuadas para la produccién de vacunas atenuadas vivas, no han crecido
satisfactoriamente en cultivo tisular usando métodos establecidos.

La produccion de virus de la gripe a partir de ADN recombinante podria aumentar significativamente la flexibilidad y
utilidad de los métodos de cultivo tisular para la produccion de vacunas de la gripe. Recientemente, se han
comunicado sistemas para producir virus de la gripe A partir de plasmidos recombinantes que incorporan ADNc que
codifican el genoma viral. (Véase, 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
recombinant 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 el potencial de producir virus recombinantes, y virus reorganizantes que expresan las proteinas HA
y NA inmunogénicas de cualquier cepa seleccionada. Sin embargo, a diferencia del virus de la gripe A, no se han
publicado informes que describan sistemas solo de plasmido para el virus de la gripe B.

Ademas, ninguno de los sistemas solo de plasmido actualmente disponibles es adecuado para generar cepas
atenuadas, sensibles a la temperatura, adaptadas al frio para la produccién de vacunas vivas atenuadas. También
se describen en el presente documento un sistema de ocho pladsmidos para la generacion de virus de la gripe B
totalmente a partir de ADNc clonado, y métodos para la produccion de virus de la gripe A y B vivos atenuados
adecuados para formulaciones de vacuna, tales como formulaciones de vacuna de virus vivo Utiles para
administracion intranasal, asi como otros numerosos beneficios que seran evidente tras una revision de la memoria
descriptiva.

Sumario de la invencién

La presente invencion esta definida por las reivindicaciones. La presente invencion se refiere a un método para
aumentar la replicacidon de un virus de gripe reorganizante, comprendiendo el método las etapas de: i) comparar la
secuencia de aminoacidos del virus de la gripe reorganizante con la secuencia de aminoacidos de un virus de gripe
diferente, creciendo dicho virus de la gripe diferente en huevos embrionados; ii) alterar uno o mas aminoacidos en
un polipéptido de HA de H3N2 del virus reorganizante para que coincida con la secuencia del virus de la gripe
diferente que comprende sustituir segiin sea necesario los restos de aminoacidos de H3 de HA siempre que la
posicion 183 sea una leucina y la posicién 226 sea una alanina, produciendo de este modo un virus reorganizante
alterado; vy iii) crecer el virus reorganizante alterado en huevos, mediante lo que la replicacion del virus reorganizante
alterado aumenta en al menos un 10% en comparacion con la replicacion de virus reorganizante no alterado. La
presente invencién se refiere ademas a un virus de gripe reorganizante de replicacion potenciada que comprende
una proteina HA de H3N2 que comprende una leucina en la posicién 183 y una alanina en la posicién 226 asi como
a una composicién inmunogénica que comprende el virus de la gripe reorganizante de replicaciéon potenciada de la
invencion. También se describe en el presente documento un sistema multi-vector para la produccién de virus de la
gripe en cultivo celular, y a métodos para producir virus de la gripe recombinantes y reorganizantes, incluyendo, por
ejemplo, virus de la gripe atenuados (att), adaptados al frio (ca) y/o sensibles a la temperatura (ts), adecuados como
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vacunas, incluyendo vacunas de la gripe vivas atenuadas, tales como aquellas adecuadas para su administracion en
una formulacion de vacuna intranasal.

También se describen en el presente documento vectores y métodos para producir virus de la gripe B recombinantes
en cultivo celular, por ejemplo, en ausencia de virus auxiliar (es decir, un sistema de cultivo celular sin virus auxiliar).
Los métodos descritos en el presente documento implican introducir una diversidad de vectores, cada uno de los
cuales incorpora una porcion de un virus de la gripe B en una poblacién de células hospedadoras capaces de
soportar replicacién viral. Las células hospedadoras se cultivan en condiciones permisivas para el crecimiento viral, y
se recuperan los virus de la gripe. Los virus de la gripe B pueden ser virus atenuados, virus adaptados al frio y/o
virus sensibles a la temperatura. Por ejemplo, los virus de la gripe B recombinantes procedentes de vectores son
virus atenuados, adaptados al frio, sensibles a la temperatura, de tal forma que son adecuados para su
administracion como una vacuna atenuada viva, por ejemplo, en una formulacion de vacuna intranasal. En un
ejemplo, los virus se producen introduciendo una diversidad de vectores que incorporan la totalidad o parte de un
genoma de virus de la gripe B/Ann Arbor/1/66, por ejemplo, un genoma de virus ca B/Ann Arbor/1/66.

Por ejemplo, los virus de la gripe B son virus de la gripe disefiados por ingenieria genética de manera artificial que
incorporan una o mas sustituciones de aminoécidos que influencian las propiedades biolégicas caracteristicas de la
cepa ca de gripe B/Ann Arbor/1/66. Dichos virus de la gripe incluyen modificaciones que dan como resultado
sustituciones de aminoacidos en una o mas de las posiciones PB1*"*, PB1°% PB1%* PB2°® y NP*, tales como:
PB1**! (K391E), PB1°®! (E581G), PB1°®! (A661T), PB2°®® (N265S) y NP** (D34G). Cualquier mutacién (en una o
méas de estas posiciones) que de manera individual o en combinacion de como resultado un aumento en la
sensibilidad a la temperatura, la adaptacion al frio o la atenuacion en relacion a virus de tipo silvestre es una
mutacion adecuada en el contexto descrito en el presente documento.

Puede introducirse en una poblacién de células hospedadoras una diversidad de vectores que incorporan al menos
los 6 segmentos gendmicos internos de una cepa de gripe B junto con uno 0 mas segmentos génicos que codifican
antigenos de superficie inmunogénicos de la gripe de una cepa de gripe diferente. Por ejemplo, Se introducen al
menos los 6 segmentos gendmicos internos de una cepa de gripe B atenuada, adaptada al frio y/o sensible a la
temperatura, por ejemplo, una cepa ca, att, ts de B/Ann Arbor/1/66 o una cepa de gripe B disefiada por ingenieria
genética de manera artificial que incluye una sustitucion de aminoacidos en una o mas de las posiciones
especificadas anteriormente, en una poblacién de células hospedadoras junto con uno o0 mas segmentos que
codifican antigenos inmunogénicos procedentes de otra cepa de virus. Tipicamente, los antigenos de superficie
inmunogénicos incluyen uno o ambos de los antigenos de hemaglutinina (HA) y/o neuraminidasa (NA). En los casos
donde se introduce un solo segmento que codifica un antigeno de superficie inmunogénico, también se introducen
los 7 segmentos complementarios del virus seleccionado en las células hospedadoras.

Pueden introducirse una variedad de vectores plasmidicos que incorporan segmentos del genoma del virus de la
gripe B en una poblacion de células hospedadoras. Por ejemplo, se utilizan 8 plasmidos, cada uno de los cuales
incorpora un segmento de genoma diferente, para introducir un genoma de gripe B completo en las células
hospedadoras. Como alternativa, puede emplearse un nimero mayor de plasmidos, que incorporan subsecuencias
gendmicas mas pequefias.

Tipicamente, los vectores plasmidicos descritos en el presente documento son vectores de expresion
bidireccionales. Un vector de expresion bidireccional descrito en el presente documento incluye tipicamente un
primer promotor y un segundo promotor, en el que el primer y el segundo promotor estan unidos operativamente a
hebras alternas del mismo ADNc bicatenario que codifica el acido nucleico viral, incluyendo un segmento del
genoma viral de la gripe. Opcionalmente, el vector de expresién bidireccional incluye una sefial de poliadenilacion
y/o una secuencia de terminacion. Por ejemplo, la sefial de poliadenilacion y/o la secuencia de terminacion pueden
estar localizadas flanqueando a un segmento del genoma del virus de la gripe interno a los dos promotores. Una
sefial de poliadenilacién favorable en el contexto descrito en el presente documento es la sefial de poliadenilacién de
SV40. Un vector plasmidico ejemplar descrito en el presente documento es el plasmido pAD3000, ilustrado en la
Figura 1.

Los vectores se introducen en células hospedadoras capaces de soportar la replicacion del virus de la gripe a partir
de los promotores del vector. Los ejemplos favorables de células hospedadoras incluyen células Vero, células
Per.C6, células BHK, células PCK, células MDCK, células MDBK, células 293 (por ejemplo, células 293T), y células
COS. En combinacién con los vectores plasmidicos pAD3000 descritos en el presente documento las células Vero,
células 293, y células COS son particularmente adecuadas. Los co-cultivos de una mezcla de al menos dos de estas
lineas celulares, por ejemplo, una combinacion de células COS y MDCK o una combinacion de células 293T y
MDCK, puede constituir la poblacién de células hospedadoras.

Entonces se crecen las células hospedadoras que incluyen los vectores de gripe B en cultivo en condiciones
permisivas para la replicacién y ensamblaje de virus. Tipicamente, las células hospedadoras que incorporan los
plasmidos de gripe B descritos en el presente documento se cultivan a una temperatura por debajo de 37 °C,
preferentemente a una temperatura igual a, o menor de, 35 °C. Tipicamente, las células se cultivan a una
temperatura de entre 32 °C y 35 °C. Las células pueden cultivarse a una temperatura entre aproximadamente 32 °C
y 34 °C, por ejemplo, a aproximadamente 33 °C. Después del cultivo durante un periodo de tiempo adecuado para
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permitir la replicacion del virus hasta un titulo elevado, se recuperan los virus recombinantes y/o reorganizantes.
Opcionalmente, pueden inactivarse los virus recuperados.

También se describen en el presente documento métodos ampliamente aplicables para producir virus de gripe
recombinantes en cultivo celular mediante la introduccion de una diversidad de vectores que incorporan un genoma
de virus dela gripe en una poblacion de células hospedadoras capaces de soportar la replicacion de virus de la gripe,
el cultivo de las células a una temperatura menor o igual a 35 °C, y la recuperacién de los virus de la gripe.

Puede introducirse una variedad de vectores plasmidicos que incorporan segmentos del genoma del virus de la
gripe en una poblacién de células hospedadoras. Pueden utilizarse 8 plasmidos, incorporando cada uno un
segmento gendmico diferente para introducir un genoma de gripe completo en las células hospedadoras.
Tipicamente, los vectores plasmidicos descritos en el presente documento son vectores de expresion
bidireccionales. Un vector plasmidico ejemplar descrito en el presente documento es el plasmido pAD3000, ilustrado
en la Figura 1.

Los virus de la gripe pueden corresponder a un virus de la gripe B. Los virus de la gripe también pueden
corresponder a un virus de la gripe A. Los métodos pueden incluir recuperar virus de la gripe recombinantes y/o
reagrupados capaces de provocar una respuesta inmune tras su administracion, por ejemplo, administracion
intranasal, a un sujeto. Los virus pueden inactivarse antes de su administracion, o pueden administrarse virus vivos
atenuados. También se describen en el presente documento virus de la gripe A y de la gripe B recombinantes y
reorganizantes producidos de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento.

Los virus pueden incluir un virus de la gripe atenuado, un virus de la gripe adaptado al frio, un virus de la gripe
sensible a la temperatura, o un virus con cualquier combinacion de estas caracteristicas deseables. El virus de la
gripe puede incorporar un virus de la cepa B/Ann Arbor/1/66, por ejemplo, una cepa B/Ann Arbor/1/66 adaptada al
frio, sensible a la temperatura y atenuada. El virus de la gripe puede incorporar un virus de la cepa A/Ann
Arbor/6/60, por ejemplo, una cepa A/Ann Arbor/6/60 adaptada al frio, sensible a la temperatura y atenuada. Los virus
pueden ser virus de la gripe disefiados por ingenieria genética de manera artificial que incorporan uno o mas
aminoacidos sustituidos que influencian las propiedades bioldgicas caracteristicas de por ejemplo, ca A/Ann
Arbor/6/60 o ca B/Ann Arbor/1/66. Dichos aminoé&cidos sustituidos corresponden de manera favorable a aminoacidos
Unicos de ca A/Ann Arbor/6/60 o ca B/Ann Arbor/1/66, por ejemplo, en un virus de cepa A: PB1%" (K391E), PB1°%
(E581G), PB1%®* (A661T), PB2%%° (N265S) y NP3* (D34G); y, en un virus de cepa B: PB2°% (S630R); PA**! (V431M);
PA™" (Y497H); NP*® (T55A); NP™* (V114A); NP*® (p410H); NP°® (A509T); M1™° (H159Q) y M1'®® (M183V). De
manera similar, estan abarcadas otras sustituciones en cualquiera de estas posiciones que den como resultado
sensibilidad a la temperatura, adaptacion al frio y/o atenuacion por los virus y métodos descritos en el presente
documento. Se entenderd que algunos virus A o B pueden tener ya los restos citados en las posiciones indicadas.
En este caso, las sustituciones se efectuaran de tal forma que el virus resultante tenga todas las sustituciones
preferidas.

Opcionalmente, se producen virus reorganizantes introduciendo vectores que incluyen los seis genes internos de
una cepa viral seleccionada respecto de sus propiedades favorables en relacion a la produccion de vacunas, en
combinacién con los segmentos gendmicos que codifican los antigenos de superficie (HA y NA) de una cepa
seleccionada, por ejemplo, patogénica. Por ejemplo, el segmento HA se selecciona favorablemente de una cepa H1,
H3 o B patogénicamente relevante, tal como se efectla rutinariamente para la produccion de vacunas. De manera
similar, el segmento HA puede seleccionarse de una cepa patogénica emergente, tal como una cepa H2 (por
ejemplo, H2N2), una cepa H5 (por ejemplo, H5N1) o una cepa H7 (por ejemplo, H7N7). Como alternativa, se
introducen los siete segmentos génicos complementarios de la primera cepa en combinacion con el segmento que
codifica a HA o a NA. Los segmentos génicos internos pueden proceder de las cepas de gripe B/Ann Arbor/1/66 o
A/Ann Arbor/6/60.

También se describen en el presente documento métodos para producir nuevos virus de la gripe con propiedades
deseables relevantes para la produccion de vacunas, por ejemplo, virus de la gripe sensibles a la temperatura,
atenuados y/o adaptados al frio, asi como vacunas para la gripe que incluyen dichos nuevos virus de la gripe. Los
nuevos virus de gripe de cepa A pueden producirse introduciendo mutaciones que den como resultado sustituciones
de aminoéacidos 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°%! pB2%® y NP Por
ejemplo, se introducen mutaciones en las posiciones de nucledtido PBS™'®°, pPB1'"®®, PB1%°%, PB2%' y NP, u
otras posiciones de nucleétidos, dando como resultado una sustitucion de aminoacidos en la posiciéon de aminoacido
especificada. Cualquier mutacion (en una o mas de estas posiciones) que de manera individual o en combinacion de
como resultado un aumento en la sensibilidad a la temperatura, la adaptacion al frio o la atenuacién en relacion a
virus de tipo silvestre es una mutacion adecuada en el contexto descrito en el presente documento. Por ejemplo, las
mutaciones seleccionadas entre PB1**! (K391E), PB1°® (E581G), PB1%®* (A661T), PB2%*® (N265S) y NP** (D34G)
se introducen favorablemente en el genoma de una cepa de gripe A de tipo silvestre, por ejemplo, PR8, para
producir una variante sensible a la temperatura adecuada para su administracién como vacuna viva atenuada. Para
aumentar la estabilidad del fenotipo deseado, se introduce tipicamente una diversidad de mutaciones. Después de la
introduccion de las mutaciones seleccionadas en el genoma de la gripe, el genoma de la gripe mutado se replica en
condiciones en las que se produce el virus. Por ejemplo, el genoma del virus de la gripe mutado puede replicarse en
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huevos de gallina. Como alternativa, el genoma del virus de la gripe puede replicarse en cultivo celular. En el Ultimo
caso, el virus se amplifica ademas opcionalmente en huevos de gallina para aumentar el titulo. También se
describen en el presente documento virus sensibles a la temperatura y opcionalmente atenuados y/o adaptados al
frio producidos de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento, asi como vacunas que incluyen
dichos virus. De manera similar, también se describen en el presente documento nuevos acidos nucleicos virales
recombinantes que incorporan una o mas mutaciones en las posiciones PB1**, PB1°%*, PB1°%*, PB2?°® y NP**, por
ejemplo, las mutaciones seleccionadas entre PB1%** (K391E), PB1°®! (E581G), PB1°®! (A661T), PB2°®° (N265S) y
NP (D34G), y polipéptidos con dichas sustituciones de aminoacidos.

Del mismo modo, los métodos presentados en el presente documento estan adaptados para producir nuevas cepas
de gripe B con fenotipos sensibles a la temperatura, y opcionalmente atenuados y/o adaptados al frio mediante la
introduccion de una o mas mutaciones especificadas en un genoma de gripe B. Por ejemplo, se introducen una o
mas mutaciones qbue dan como resultado una sustitucién de aminoacidos en una posicién seleccionada entre
PB2°%, pA®L PA™: NP NP NP0 NP M1 y M1 en el genoma de una cepa de gripe B para producir
un virus de la gripe B sensible a la temperatura. Las sustituciones de aminoacidos ejemplares incluyen las
siguientes: PB2°%° (S630R); PA*! (V431M); PA*" (Y497H); NP*® (T55A); NP (V114A); NP*° (P410H); NP*®®
(A509T); M1™° (H159Q) y M1® (M183V). Tal como se indica anteriormente, también se describen en el presente
documento todas las vacunas que incorporan dichos virus asi como los acidos nucleicos y polipéptidos que
incorporan estas mutaciones y sustituciones de amino&cidos. Los métodos presentados en el presente documento
pueden adaptarse para producir nuevas cepas de gripe B con fenotipos sensibles a la temperatura y atenuados que
comPrenden o como alternativa consisten en introducir las siguientes sustituciones de aminoacidos: PA** (V431M);
NP™ (V114A); NP (P410H); M1™*° (H159Q) y M1™® (M183V). Se contempla especificamente que se encuentren
dentro del ambito descrito en el presente documento sustituciones de aminoacidos conservativas y no conservativas
en estas posiciones. Los métodos presentados en el presente documento pueden adaptarse para producir nuevas
cepas de gripe B con fenotipos sensibles a la temperatura y atenuados que comprenden o como alternativa
consisten en introducir una mutacion en las siguientes posiciones de aminoacidos: PA*"; NP NP*%: M1™*° y
M1'®%, Los métodos presentados en el presente documento pueden adaptarse para producir nuevas cepas de gripe
B con fenotipos sensibles a la temperatura y atenuados que comPrenden 0 como alternativa consisten en introducir
una mutacién en las siguientes posiciones de aminoacidos: PA**; NP™*; NP**%; y M1'®%, Los métodos presentados
en el presente documento pueden adaptarse para producir nuevas cepas de gripe B con fenotipos sensibles a la
temperatura y atenuados que comPrenden 0 como alternativa consisten en introducir una mutacion en las siguientes
posiciones de aminoacidos: PA*'; NP™* NP*%: y M1™°. Los métodos presentados en el presente documento
pueden adaptarse para producir nuevas cepas de gripe B con fenotipos sensibles a la temperatura y atenuados que
comPrenden o como alternativa consisten en introducir las siguientes sustituciones de aminoacidos: PA** (V431M);
NP (V114A); NP (P410H); M1'*° (H159Q), M1'®® (M183V); y PA*" (Y497H). Los métodos presentados en el
presente documento pueden adaptarse para producir nuevas cepas de gripe B con fenotipos sensibles a la
temperatura y atenuados que comprenden o como alternativa consisten en introducir las siguientes sustituciones de
aminoacidos: PA*" (V431M); NP (V114A); NP* (P410H); (M1 (H159Q) y/o M1'# (M183V)); y PA*" (Y497H).
Se contempla especificamente que se encuentren dentro del &mbito descrito en el presente documento sustituciones
de aminoécidos conservativas y no conservativas en estas posiciones. Se entendera que algunos virus B pueden
tener ya los restos citados en las posiciones indicadas. En este caso, las sustituciones se efectuaran de tal forma
que el virus resultante tenga todas las sustituciones preferidas. Los métodos presentados en el presente documento
también pueden adaptarse para producir nuevas cepas de gripe B con fenotipos sensibles a la temperatura y
atenuados que comprenden o0 como alternativa consisten en introducir una mutacion en las siguientes posiciones de
aminoacidos: PA®Y; NP NP*; M1, M1'83; y PA*Y7,

Por consiguiente, también se describen en el presente documento virus de la gripe que incorporan las mutaciones
descritas en el presente documento independientemente del método mediante el cual se produzcan. Es decir,
también se describen en el presente documento cepas de gripe que incluyen las mutaciones descritas en el presente
documento, por ejemplo, cualquier virus de gripe A con una sustitucién de aminoacidos en relacién al tipo silvestre
en una o mas posiciones seleccionadas entre: PB1***, PB1%*, PB1%%*, PB2°®° y NP** 0 cualquier virus de gripe B con
una sustitucién de aminoacidos en relacién al tipo silvestre en una o mas posiciones seleccionadas entre: PB2%;
PA®L pA®T: NP NP4 NP0 NP M1'*° 'y M1'®, con la salvedad de no considerar como descritas en el
presente documento las cepas ca A/Ann Arbor/6/60 y B/Ann Arbor/1/66. Los virus de gripe A pueden incluir una
diversidad de mutaciones seleccionadas entre PB1%" (K391E), PB1°® (E581G), PB1%®* (A661T), PB2%%° (N265S) Y
NP3 (D34G); }/ los virus de 4%ripe B pueden incluir una diversidad de mutaciones seleccionadas entre PB2°%
(S630R); PA* (v431M); PA™" (Y497H); NP*® (T55A); NP™ (V114A); NP**° (P410H); NP**® (A509T); M1™°
(H159Q) y M1'® (M183V), respectivamente. Se entendera que algunos virus A pueden tener ya los restos citados en
las posiciones indicadas. En este caso, las sustituciones se efectuaran de tal forma que el virus resultante tenga
todas las sustituciones preferidas. Las nuevas cepas B con fenotipo sensible a la temperatura y atenuado pueden
com;orender 0 como alternativa consistir en sustituciones/mutaciones de aminoéacidos en las siguientes posiciones:
PA*! (V431M): NP™* (V114A); NP (P410H); M1 (H159Q) y M1'®® (M183V). Se entendera que algunos virus B
pueden tener ya los restos citados en las posiciones indicadas. En este caso, las sustituciones se efectuaran de tal
forma que el virus resultante tenga todas las sustituciones preferidas. Las nuevas cepas B con fenotipo sensible a la
temperatura y atenuado también pueden comprender o como alternativa consistir en sustituciones/mutaciones de
aminoacidos en las siguientes posiciones: PA*! (V431M); NP (V114A); NP*° (P410H); y M1 (H159Q). Las
nuevas cepas B con fenotipo sensible a la temperatura y atenuado igualmente pueden comprender o como
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alternativa consistir en sustituciones/mutaciones de aminoacidos en las siguientes posiciones: PA*** (v431M); NP
(V114A); NP (P410H); y M1'®® (M183V). Se entendera que algunos virus B pueden tener ya los restos citados en
las posiciones indicadas. En este caso, las sustituciones se efectuaran de tal forma que el virus resultante tenga
todas las sustituciones preferidas. Se contempla especificamente que estén también descritas en el presente
documento sustituciones de aminoacidos conservativas y no conservativas en estas posiciones. Las nuevas cepas B
con fenotipo sensible a la temperatura y atenuado pueden comprender o como alternativa consistir en
sustituciones/mutaciones de aminoacidos en las siguientes posiciones: PA**%: NP NP*% M1'*° y M1, Las
nuevas cepas B con fenotipo sensible a la temperatura y atenuado pueden comprender o como alternativa consistir
en sustituciones/mutaciones de aminoacidos en las siguientes posiciones: PA*"; NP NP**; y M1™°. Las nuevas
cepas B con fenotipo sensible a la temperatura y atenuado pueden comprender o como alternativa consistir en
sustituciones/mutaciones de aminoacidos en las siguientes posiciones: PA*Y; NP NP y M1, Las nuevas
cepas B con fenotipo sensible a la temperatura y atenuado pueden comprender o como alternativa consistir en
sustituciones/mutaciones de aminoacidos en las siguientes posiciones: PA*' (V431M); NP (V114A); NP**
(P410H); M1™° (H159Q), M1'® (M183V); y PA*" (Y497H). Se entendera que algunos virus B pueden tener ya los
restos citados en las posiciones indicadas. En este caso, las sustituciones se efectuaran de tal forma que el virus
resultante tenga todas las sustituciones preferidas. Las nuevas cepas B con fenotipo sensible a la temperatura y
atenuado pueden comprender 0 como alternativa consistir en sustituciones/mutaciones de aminoacidos en las
siguientes posiciones: PA**: NP™*; NP*%; M1'%%; M1'%%; y PA*". Se entendera que algunos virus B pueden tener ya
los restos citados en las posiciones indicadas. En este caso, las sustituciones se efectuaran de tal forma que el virus
resultante tenga todas las sustituciones preferidas.

Puede introducirse una diversidad de vectores plasmidicos que incorporan el genoma del virus de la gripe en las
células hospedadoras. Por ejemplo, pueden incorporarse los segmentos de un genoma de virus de la gripe en al
menos 8 vectores plasmidicos. Los segmentos de un genoma de virus de la gripe pueden incorporarse en 8
plasmidos. Por ejemplo, cada uno de los 8 plasmidos puede incorporar favorablemente un segmento diferente del
genoma del virus de la gripe.

Los vectores descritos en el presente documento pueden ser vectores de expresién bidireccionales. Un vector de
expresion bidireccional descrito en el presente documento incluye tipicamente un primer promotor y un segundo
promotor, en el que el primer y el segundo promotor estan unidos operativamente a hebras alternas del mismo acido
nucleico viral bicatenario que incluye un segmento del genoma viral de la gripe. Opcionalmente, el vector de
expresion bidireccional incluye una sefial de poliadenilacion y/o una secuencia de terminacién. Por ejemplo, la sefial
de poliadenilacién y/o la secuencia de terminacién pueden estar localizadas flanqueando a un segmento del genoma
del virus de la gripe interno a los dos promotores. Una sefial de poliadenilacién favorable en el contexto descrito en
el presente documento es la sefial de poliadenilacién de SV40. Un vector plasmidico ejemplar descrito en el
presente documento es el plasmido pAD3000, ilustrado en la Figura 1.

Cualquier célula hospedadora capaz de soportar la replicacion del virus de la gripe a partir de los promotores del
vector es adecuada en el contexto descrito en el presente documento. Los ejemplos favorables de células
hospedadoras incluyen células Vero, células Per.C6, células BHK, células PCK, células MDCK, células MDBK,
células 293 (por ejemplo, células 293T), y células COS. En combinacién con los vectores plasmidicos pAD3000
descritos en el presente documento las células Vero, células 293, y células COS son particularmente adecuadas.
Los co-cultivos de una mezcla de al menos dos de estas lineas celulares, por ejemplo, una combinacién de células
COS y MDCK o una combinacion de células 293T y MDCK, puede constituir la poblacion de células hospedadoras.

También se describe en el presente documento el cultivo de células hospedadoras que incorporan los plasmidos
descritos en el presente documento a una temperatura por debajo de 37 °C, preferentemente a una temperatura
igual a, o menor de, 35 °C. Tipicamente, las células se cultivan a una temperatura de entre 32 °C y 35 °C. Las
células pueden cultivarse a una temperatura entre aproximadamente 32 °C y 34°C, por ejemplo, a
aproximadamente 33 °C.

En el presente documento también se describen nuevos métodos para rectar virus de la gripe A o de la gripe B
recombinantes o reorganizantes (es decir, cepas de tipo silvestre y variantes de la gripe A y/o virus de la gripe) a
partir de células Vero en cultivo. Se electropora una diversidad de vectores que incorporan un genoma de virus de la
gripe en una poblacién de células Vero. Las células se crecen en condiciones permisivas para la replicacion viral,
por ejemplo, en el caso de cepas del virus adaptadas al frio, atenuadas y sensibles a la temperatura, se hacen
crecer las células Vero a una temperatura por debajo de 37 °C, preferentemente a una temperatura igual a, 0 menor
de, 35 °C. Tipicamente, las células se cultivan a una temperatura de entre 32 °C y 35 °C. Las células pueden
cultivarse a una temperatura entre aproximadamente 32 °C y 34 °C, por ejemplo, a aproximadamente 33 °C.
Opcionalmente (por ejemplo, para la produccién de vacunas), se hace crecer las células Vero en medio libre de
suero sin productos de origen animal.

En los métodos descritos anteriormente, los virus se recuperan después de cultivar las células hospedadoras que
incorporan los plasmidos del genoma de la gripe. Los virus recuperados pueden ser virus recombinantes. Los virus
pueden ser virus de la gripe reorganizantes que tienen contribuciones genéticas de mas de una cepa de virus
progenitora. Opcionalmente, los virus recombinantes o reagrupados recuperados se amplifican adicionalmente
mediante paso por cultivos celulares o en huevos de gallina.
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Opcionalmente, los virus recuperados estan inactivados. Los virus recuperados pueden comprender una vacuna
para la gripe. Por ejemplo, la vacuna para la gripe recuperada puede ser un virus de la gripe reorganizante (por
ejemplo, virus reorganizantes 6:2 o 7:1) que tienen un antigeno de HA y/o de NA procedente de una cepa
seleccionada de gripe A o gripe B. Los virus de la gripe reorganizantes pueden tener un fenotipo atenuado.
Opcionalmente, los virus de la gripe reorganizantes pueden estar adaptados al frio y/o ser sensibles a la
temperatura, por ejemplo, un virus de la gripe b atenuado, adaptado al frio o sensible a la temperatura que tenga
una o mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas entre las sustituciones de la Tabla 17. Dichos virus de la
gripe son Utiles, por ejemplo, como vacunas vivas atenuadas para la produccién profilactica de una respuesta
inmunitaria especifica para una cepa de gripe seleccionada, por ejemplo, patégena. También se describen en el
presente documento virus de la gripe, por ejemplo, virus de la gripe reorganizantes, producidos de acuerdo con los
métodos descritos en el presente documento.

También se describen en el presente documento métodos para producir una vacunas de virus de gripe recombinante
que implica introducir una diversidad de vectores que incorporan un genoma de virus de la gripe en una poblacién de
células hospedadoras capaces de soportar la replicacion del virus de la gripe, cultivar las células hospedadoras a
una temperatura menor o igual a 35 °C, y recuperar un virus de la gripe capaz de provocar una respuesta inmunitaria
tras su administracion al sujeto. Las vacunas descritas en el presente documento pueden ser virus de cepas de gripe
A o gripe B. Los virus de la vacuna de la gripe pueden incluir un virus de la gripe atenuado, un virus de la gripe
adaptado al frio, o un virus de la gripe sensible a la temperatura. Los virus pueden poseer una combinacion de estas
propiedades deseables. El virus de la gripe puede contener un virus de la cepa A/Ann Arbor/6/60, El virus de la gripe
puede incorporar un virus de la cepa B/Ann Arbor/1/66. Como alternativa, la vacuna incluye virus de la gripe A o de
la gripe B disefiados por ingenieria genética de manera artificial por ingenieria genética que incorporan al menos un
aminoacido sustituido que influencia las propiedades biol6gicas caracteristicas de ca A/Ann Arbor/6/60 o ca/B/Ann
Arbor/1/66, tal como un Unico aminoacido de estas cepas. Por ejemplo, las vacunas descritas en el presente
documento incluyen virus de la gripe A recombinantes y reorganizantes que incluyen al menos una mutacioén que da
como resultado una sustitucién de aminoacidos en una posicion seleccionada entre PB1°**, PB1°%!, PB1°%*, PB2**®° y
V=3 y virus de gripe B recombinantes y reorganizantes disefiados por ingenieria genética de manera artificial que
incluyen al menos una mutacion que dé como resultado una sustituciéon de aminoacidos en una posicion
seleccionada entre PB2°%°, PA** pA™" NP%®, NP NP*?, NP°%°, M1 y M1,

El virus puede incluir un virus de la gripe reorganizante (por ejemplo, un reorganizante 6:2 o 7:1) que tiene
segmentos de genoma viral procedentes de méas de una cepa de virus de la gripe. Por ejemplo, una vacuna d virus
de gripe reorganizante incluye favorablemente un antigeno de superficie de HA y/o NA procedente de una cepa
seleccionada de gripe A o B, en combinacién con los segmentos de genoma internos de una cepa de virus
seleccionada por sus propiedades deseables respecto de la producciéon de vacunas. A menudo, es deseable
seleccionar la cepa de gripe de la que proceden los segmentos que codifican a HA y/o NA basandose en
predicciones de prevalencia local o mundial de cepas patégenas (por ejemplo, tal como se describe anteriormente).
En algunos casos, la cepa de virus que contribuye a los segmentos de genoma internos es una cepa de gripe
atenuada, adaptada al frio y/o sensible a la temperatura, por ejemplo, de cepa A/Ann Arbor/6/60, B/Ann Arbor/1/66,
0 una cepa de gripe disefiada por ingenieria genética de manera artificial que tenga una o mas sustituciones de
aminoéacidos que den como resultado el fenotipo deseado, por ejemplo, virus de gripe A que incluyen al menos una
mutacion que dé como resultado una sustitucion de aminoacidos en una posicion seleccionada entre PB1%°*, PB1°!,
PB1°®!, PB2°®° y NP** y virus de gripe B que incluyen al menos una mutacion que dé como resultado una sustitucion
de aminoacidos en una posicién seleccionada entre PB2°%, PA*?, pA*" NP>, NP, NP, NP?%°, M1 y M1'83,
Por ejemplo, los virus reorganizantes favorables incluyen virus de gripe A disefiados Por ingenieria 5ggenética de
manera artificial con una o mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas entre PB1% (K391E), PB1 ! (E581G),
PB1°%! (A661T), PB2%*® (N265S) y NP** (D34G); y virus de gripe B que incluyen una o mas sustituciones de
aminoéacidos seleccionadas entre PB2%° (S630R); PA*" (V431M); PA*™" (Y497H); NP> (T55A); NP™* (V114A);
NP (P410H); NP°* (A509T); M1™° (H159Q) y M1'®* (M183V).

Si se desea, los virus de la vacuna de la gripe se inactivan tras su recuperacion.

También se describen en el presente documento vacunas de virus de la gripe, incluyendo vacunas vivas atenuadas,
producidas mediante los métodos descritos en el presente documento. Las vacunas de virus de la gripe pueden ser
vacunas de virus reorganizantes.

También se describen en el presente documento plasmidos que son vectores de expresion bidireccionales. Los
vectores de expresion bidireccionales descritos en el presente documento incorporan un primer promotor insertado
entre un segundo promotor y un sitio de poliadenilacion, por ejemplo, un sitio de poliadenilacion de SV40. El primer
promotor y el segundo promotor pueden situarse en orientaciones opuestas flanqueando a al menos un sitio de
clonacion. Un vector ejemplar descrito en el presente documento es el plasmido pAD3000, ilustrado en la Figura 1.

Puede insertarse al menos un segmento de un genoma de virus de la gripe en el sitio de clonacion, por ejemplo, en
forma de un acido nucleico bicatenario. Por ejemplo, un vector descrito en el presente documento incluye un
plasmido que tiene un primer promotor insertado entre un segundo promotor y un sitio de poliadenilacion de SV40,
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en el que el primer promotor y el segundo promotor estan situados en orientaciones opuestas flanqueando al menos
un segmento de un virus de la gripe.

También se describen en el presente documento kits que incluyen uno o mas vectores de expresion descritos en el
presente documento. Tipicamente, los kits también incluyen uno o mas de: una linea celular capaz de soportar la
replicacién del virus de la gripe, un tampén, un medio de cultivo, un conjunto de instrucciones, un material de envase
y un recipiente. El kit puede comprender una diversidad de vectores de expresion, pudiendo incluir cada uno de ellos
al menos un segmento de un genoma de virus de la gripe. Por ejemplo, también se describen en el presente
documento kits que incluyen una diversidad de vectores de expresion incluyendo cada uno los segmentos de
genoma internos de una cepa de virus seleccionada, por ejemplo, seleccionada por sus propiedades deseables
respecto de la producciéon 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 disefiada artificialmente que tenga una o
mas sustituciones de aminoacidos tal como se describe en el presente documento, por ejemplo, en la Tabla 17. El kit
puede incluir vectores de expresién que incorporan miembros de una biblioteca de acidos nucleicos que codifican
variantes de antigenos de HA y/o NA.

También se describe en el presente documento el crecimiento productivo de cultivos celulares que incluyen al
menos una célula que incorpora una diversidad de vectores que incluyen un genoma de virus de la gripe, a una
temperatura menor o igual a 35 °C. La composicion también puede incluir un medio de cultivo celular. La diversidad
de vectores puede incluir vectores de expresion 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 situarse en orientaciones opuestas flanqueando a al menos un segmento de un virus de
la gripe. Los cultivos celulares descritos en el presente documento se mantienen a una temperatura menor o igual a
35 °C, tal como entre aproximadamente 32 °C y 35 °C, tipicamente entre aproximadamente 32 °C vy
aproximadamente 34 °C, por ejemplo, a aproximadamente 33 °C.

También se describe en el presente documento un sistema de cultivo celular que incluye un cultivo celular de
crecimiento productivo de al menos una célula que incorpora una diversidad de vectores que comprenden un
genoma de virus de gripe, tal como se describe anteriormente, y un regulador para mantener el cultivo a una
temperatura menor o igual a 35 °C. Por ejemplo, el regulador mantiene favorablemente al cultivo celular a una
temperatura entre aproximadamente 32 °C y 35 °C, tipicamente entre aproximadamente 32 °C y aproximadamente
34 °C, por ejemplo, a aproximadamente 33 °C.

También se describen en el presente documento virus de la gripe recombinantes o reorganizantes disefiados por
ingenieria genética de manera artificial que incluyen una o mas sustituciones de aminoacidos que influencian la
sensibilidad a la temperatura, la adaptacion al frio y/o la atenuacion. Por ejemplo, también se describen en el
presente documento virus de la gripe A que tienen una 0 mas sustituciones de aminoacidos en una posicién
seleccionada entre: PB1**!, PB1°%!, PB1°%!, PB2?°° y NP* y virus de gripe B disefiados por ingenieria genética de
manera artificial %ue tienen una o mas sustituciones de aminoacidos en posiciones seleccionadas entre PBZGBO,
PA®L PA*T NP%, NP NP, NP, M1™° y M1'®. Los eLempIos incluyen virus de gripe A con una cualquiera o
més de las siquientes sustituciones de aminoécidos: PB1%* (K391E), PB1*®" (E581G), PB1°®" (A661T), PB2°%°
(N265S) y NP* gD34G); y virus de la gripe B con una cualquiera o més de las siguientes sustituciones de
aminoéacidos: PB2°*° (S630R); PA™ (V431M); PA*" (Y497H); NP® (T55A); NP (V114A); NP*'® (P410H); NP
(A509T); M1° (H159Q) y Mm1'8 (M183V). Los virus pueden incluir una diversidad de mutaciones, tales como una,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve sustituciones de aminoacidos en las posiciones identificadas
anteriormente. Por consiguiente, también se describen en el presente documento virus de la gripe A que tienen
sustituciones de aminoacidos en todas las cinco posiciones indicadas anteriormente, por ejemplo, PB1% (K391E),
PB1°®! (E581G), PB1% (A661T), PB2°®® (N265S) y NP** (D34G) y virus de gripe B disefiados por ingenieria
genética de manera artificial que tienen sustituciones de aminoécidos en ocho o en todas las nueve posiciones
indicadas anteriormente, por ejemplo, PB2%%° (S630R); PA*®" (V431M); PA™" (Y497H); NP (T55A); NP™ (V114A);
NP (P410H); NP°® (A509T); M1™° (H159Q) y M1'®® (M183V). Ademas, los virus pueden incluir una o mas
sustituciones de aminoacidos adicionales no enumeradas anteriormente. Ademés, se describen en el presente
documento virus de gripe A o B que tienen sustituciones de aminoacidos en las siguientes cinco posiciones: PA®L:
NP NP*%: M1™° y M1, Ademas, los virus pueden incluir una 0 mas sustituciones de aminoacidos adicionales
no enumeradas anteriormente.

Los virus de la gripe disefiados por ingenieria genética de manera artificial pueden ser virus de la gripe sensibles a la
temperatura, virus de la gripe adaptados al frio y/o virus de la gripe atenuados. Por ejemplo, un virus de la gripe
sensible a la temperatura muestra tipicamente una reduccion logio del crecimiento de aproximadamente 2,0y 5,0 a
39 °C en comparacién con un virus de la gripe de tipo silvestre. Por ejemplo, un virus sensible a la temperatura
muestra favorablemente una reduccién del crecimiento de al menos aproximadamente 2,0 logio, al menos
aproximadamente 3,0 logio, al menos aproximadamente 4,0 logio, 0 de al menos aproximadamente 4,5 logio a 39 °C
en relacién a la de un virus de la gripe de tipo silvestre. Tipicamente, pero no necesariamente, un virus de la gripe
sensible a la temperatura mantiene caracteristicas de crecimiento robusto a 33 °C. Un virus de la gripe atenuado
descrito en el presente documento muestra tipicamente una reduccién en el crecimiento entre 2,0 y 5,0 logio €n un
ensayo de atenuacién en hurones en comparacién con un virus de la gripe de tipo silvestre. Por ejemplo, un virus de
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la gripe atenuado descrito en el presente documento muestra una reduccidon en el crecimiento de al menos
aproximadamente 2,0 logio, frecuentemente de aproximadamente 3,0 logie y favorablemente de al menos
aproximadamente 4,0 logio en un ensayo de atenuacion en hurones en relacion a virus de la gripe de tipo silvestre.

También se describe en el presente documento un método para producir virus de la gripe en cultivo celular,
comprendiendo el método: i) introducir una diversidad de vectores que comprenden un genoma de virus de la gripe
en una poblacién de células hospedadoras, siendo capaz dicha poblacién de células hospedadoras de soportar la
replicacién de virus de la gripe; ii) cultivar la poblacion de células hospedadoras a una temperatura menor o igual a
35 °C; vy, iii) recuperar una diversidad de virus de la gripe.

Los métodos anteriores descritos en el presente documento comprenden introducir una diversidad de vectores que
comprenden al menos un virus de gripe B/Ann Arbor/1/66 o un genoma de virus de gripe B disefiado por ingenieria
genética de manera artificial que codifica al menos un aminoacido sustituido, influenciando dicho aminoacido
sustituido las propiedades bioldgicas caracteristicas de B/Ann Arbor/1/66.

Los métodos anteriormente descritos pueden comprender introducir una diversidad de vectores en una poblacion de
células hospedadoras que comprenden al menos un virus de gripe B/Ann Arbor/1/66 o un genoma de virus de gripe
B disefiado por ingenieria ggenética de manera artificial que codifica al menos un aminoécido sustituido en las
siguientes posiciones: PB2°%% PA™: NPM™: NP y NP°®. El genoma del virus de cepa B de gripe puede
comprender ademas un aminoacido sustituido en una o mas de las siguientes posiciones: M1y M1'%*,

Los métodos anteriormente descritos pueden comprender introducir una diversidad de vectores en una poblacion de
células hospedadoras que comprenden al menos un virus de gripe B/Ann Arbor/1/66 o un genoma de virus de gripe
B disefiado por ingenieria genética de manera artificial, en el que el genoma codifica una o mas de las sustituciones
de aminoéacidos seleccionadas entre grupo que consiste en: PB2°%° (S630R); PA®* (V431M); NP™* (V114A); NP**°
(P410H); y NP> (A509T). El genoma de virus de cepa de gripe B puede comprender al menos cinco sustituciones
de aminoacidos.

Se proporciona un método producir un virus de la gripe adaptado al frio (ca), comprendiendo el método: (a) introducir
al menos una mutacién en las siguientes posiciones de aminoacidos: PB2%°, PA*¥, NP NP* y NP°® en un
genoma de virus de gripe B; y (b) replicar el genoma de virus de la gripe mutado en condiciones en las que se
produce virus.

También se describe en el presente documento un método para producir un virus de la gripe adaptado al frio (caz,
comprendiendo el método: (a) introducir al menos las siguientes mutaciones: PB2%*° (S630R), PA**! (v431M), NP
(V114A), NP*? (P410H), y NP** (A509T) en un genoma de virus de gripe B; y (b) replicar el genoma de virus de la
gripe mutado en condiciones en las que se produce virus.

También se describe en el presente documento un método para producir un virus de la gripe adaptado al frio (ca)
gue se replica eficazmente a 25°C, comprendiendo el método: (O%) introducir al menos una mutacion en las siguientes
posiciones de aminoacidos: PB2%°, PA™! NP™*, NP*°, y NP**® en un genoma de virus de gripe B; y (b) replicar el
genoma de virus de la gripe mutado en condiciones en las que se produce virus.

También se describe en el presente documento un método para producir un virus de la gripe adaptado al frio (ca)
gue se replica eficazmente a 25°C, comprendiendo el método: (a) introducir al menos las siguientes mutaciones:
PB2%%° (S630R), PA*! (V431M), NP (V114A), NP*? (P410H), y NP°® (A509T) en un genoma de virus de gripe B;
y (b) replicar el genoma de virus de la gripe mutado en condiciones en las que se produce virus.

También se describe en el presente documento un virus de la gripe (y composiciones inmunogénicas que
comprenden al mismo) producido mediante los métodos anteriores.

También se describe en el presente documento un virus adaptado al frio (y composiciones inmunogénicas que
comprenden al mismo) producido mediante los métodos anteriores.

También se describe en el presente documento la identificacion y manipulacion de restos de aminoacidos en HA y
NA que afectan a la replicacion del virus de la gripe en células y en huevos de gallina embrionados. También se
describe en el presente documento el uso de tecnologia genética inversa para generar vacunas de virus de gripe
con HA y NA variantes con replicacion mejorada en huevos de gallina embrionados y/o células. También se
describen en el presente documento métodos para modular la actividad de union a receptor de HA y/o la actividad
de NA. Ademas, en el presente documento se describen virus de la gripe con capacidad potenciada para replicarse
en huevos de gallina embrionados y/o células.

También se describen en el presente documento métodos para manipular restos de aminoacidos de HA y/o NA para
aumentar la capacidad de un virus de la gripe para replicarse en huevos de gallina embrionados y/o células. El
método implica la introduccién de sustituciones de restos de aminoacidos en HA y/o NA y hace uso de métodos para
producir virus de la gripe en cultivo celular mediante la introduccion de una diversidad de vectores que incorporan un
genoma de virus de gripe en una poblacién de células hospedadoras capaces de soportar la replicacién del virus de
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la gripe, cultivar las células y recuperar el virus de la gripe. Preferentemente, el virus de la gripe recuperado tiene
una capacidad aumentada para replicarse en huevos de gallina embrionados y/o células. También se describen en
el presente documento variantes de virus de la gripe con una capacidad aumentada para replicarse en huevos de
gallina embrionados (citadas en el presente documento como "variantes de gripe de replicacién potenciada”) en
comparacion con cepas virales de gripe no modificadas.
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: llustracién del plasmido pAD3000 (SEC ID Ne°: 90).

Figura 2: Micrografias de células infectadas.

Figura 3: Andlisis de genotipado de rVDM-A y del virus reorganizante 6:2 H1N1 a partir de transfeccion de
plasmido.

Figura 4: llustracion del sistema de ocho plasmidos para la produccion de virus de la gripe B.

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

Figura 6: Secuencia de pAD3000 en formato de GeneBank.
Figura 7: Alineamiento de secuencia con VDM-B y ocho plasmidos (SEC ID N°: 91-98).

Figura 8: Productos de RT-PCR procedentes de la amplificacion simultanea de segmentos de HA y NA de cepas
de gripe B.

Figura 9: Diagrama de barras que ilustra los titulos relativos de virus recombinantes y reorganizantes.

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

Figura 11: Representacion grafica de virus reorganizantes que incorporan mutaciones especificas (knock-in) que
se correlacionan con la sensibilidad a la temperatura (panel izquierdo) y los titulos relativos a temperaturas
permisivas y restrictivas (sensibilidad a la temperatura) (panel derecho).

Figura 12: Determinacion de mutaciones de ts en un ensayo de minigenoma. A. Se transfectaron células HEP-2
con PB1, PB2, PA, NP y pFlu-CAT, se incubaron a 33 o 39 °C durante 18 horas y se analizaron los extractos
celulares respecto de la expresion de gen indicador de CAT. B. Expresion de ARNm de CAT mediante ensayo de
extension de cebadores.

Figura 13: llustracién esquematica de recombinantes de genoma triple con restos de tipo silvestre en las
proteinas PA, NP, y M1.

Figura 14: Tabulacion del crecimiento de virus recombinantes de un solo gen y de doble gen.
Figura 15: Tabulacién de restos de aminoacidos de la nucleoproteina que corresponde a fenotipo no-ts.

Figura 16: Diagrama esquematico de mutantes de PR8 recombinantes. Las mutaciones introducidas en los
genes de PB1 y/o PB2 se indican con los puntos gruesos.

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

Figura 18: Fotomicrografias que ilustran la morfologia de la placa de mutantes de PR8 a varias temperaturas. Se
infectaron células MDCK tal como se indica y se incubaron a 33, 37 y 39 °C durante tres dias. Las placas de
virus se visualizaron 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 o0 39 °C durante toda la noche. Se electroforetizaron polipéptidos
radiomarcados en una SDS-PAGE y se autorradiografiaron. Se indican las proteinas virales HA, NP, M1 y NS.

Figura 20: A. Diagramas de lineas que ilustran la replicacion diferencial de VDM-A y VDM-B en células Per.C6 en

relacién a la replicacion en células MDCK: B. Diagrama de lineas que ilustra la replicacion diferencial de los
reorganizantes de un solo gen de VDM-A en células Per.C6.
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Figura 21: Diagrama de barras que ilustra la replicacion diferencial de virus reorganizantes. Los recuadros en gris
representan restos de aminoacidos de tipo silvestre. Las lineas de puntos representan la temperatura de
apagamiento (ts) de 2,0 logso.

Figuras 22-23: Comparacion antigénica de A/Panama/99 (H3N2) y similar a A/Fujian/411/02 (H3N2).
Figuras 24-28: Muestra la deriva antigénica desde A/Panama/99 a similar a A/Fujian/02.

Figuras 29-35: Detalle de las modificaciones en las cepas para producir virus de crecimiento aumentado en
huevos embrionados.

Figura 36: Afinidad de unién a receptor de HA de virus recombinantes. Las variantes 6:2 A/Fujian, A/Sendai,
A/Wyoming, y A/Fujian con los cambios V186 y 1226 o L183 y A226 se adsorbieron a células MDCK a una mdi
de 1,0 a 4°C o 33°C durante 30 min, y las células infectadas se lavaron tres veces (+) o se dejaron sin tratar (-).
Después de 6 horas de incubacion a 33°C, las células se procesaron para tincion de inmunofluorescencia. El
porcentaje de células infectadas (medias + DE) indicado en cada imagen fue un promedio de seis imagenes.

Figura 37: Cinética de crecimiento de virus recombinantes en células MDCK. Se infectaron células MDCK a una
mdi de 1,0 bien a 33°C o0 a 4°C durante 30 minutos, se lavaron 3x con PBS. Las células infectadas se incubaron
a 33°C y se recogieron los sobrenadantes de cultivo a los intervalos de tiempo indicados y se determind la
cantidad de virus mediante ensayo en placa.

Figura 38: sitios de union a receptor en HA y NA de subtipos de H3N2. Se indican los restos que mostraron
aumentar la afinidad de unién a receptor de HA y disminuir la actividad enzimética de NA en relacion con los
sitios de union a &cido sidlico (SIA). El monémero de HA se modelé usando 5SHMG y el monémero de NA se
model6 basandose en 2BAT usando WebLab VewerLite 3.10 (Accelrys, San Diego, CA).

Descripcion detallada

Muchas cepas de virus de la gripe patdgenas crecen solo de manera escasa en cultivo tisular, y no se han crecido
satisfactoriamente cepas adecuadas para la produccién de vacunas de virus vivo atenuado (por ejemplo, virus de la
gripe sensibles a la temperatura, adaptados al frio y/o atenuados) en células cultivadas para produccion comercial.
La presente invencion esta definida por las reivindicaciones. También se describe en el presente documento un
sistema de transfeccion multi-plasmido que permite el crecimiento y la recuperacion de cepas de virus de la gripe
que no estan adaptadas para el crecimiento en condiciones de cultivo celular convencionales. Un desafio adicional
en el desarrollo y produccion de vacunas de la gripe es que una o méas de las cepas de gripe en circulacion pueden
no replicarse bien en huevos de gallina embrionados. La presente divulgacion identifica varios restos de
aminoacidos que influencian las actividades de las proteinas HA y NA y ha identificado sustituciones de aminoacidos
especificas que pueden modular estas actividades. En el presente documento se describe que la modulacion de la
actividad de union del receptor de HA y/o la actividad de neuraminidasa NA puede potenciar la replicacion de la
gripe en huevos y/o células hospedadoras (por ejemplo, células Vero o MDCK). En el presente documento se
describen especificamente combinaciones de sustituciones de aminoécidos en HA y/o NA que pueden potenciar la
replicacién viral en huevos y/o células y se demuestra que estas sustituciones de aminoacidos no tienen un impacto
significativo en la antigenicidad de estos virus de la gripe recombinantes. Por lo tanto, en el presente documento se
describe el uso de tecnologia genética inversa para mejorar la fabricacion de vacunas de virus de la gripe.

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

Tipicamente, se selecciona una sola cepa de virus donante maestro (VDM) para cada uno de los subtipos Ay B. En
el caso de una vacuna viva atenuada, la cepa de virus donante maestro se selecciona tipicamente por sus
propiedades favorables, por ejemplo, sensibilidad a la temperatura, adaptacion al frio y/o atenuacion, en relacion a la
produccién de vacunas. Por ejemplo, las cepas donantes maestras ejemplares incluyen dichas cepas de A/Ann
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Arbor/6/60 y B/Ann Arbor/1/66 sensibles a la temperatura, atenuadas y adaptadas al frio, respectivamente. La
presente divulgacion aclara las mutaciones subyacentes que dan como resultado los fenotipos ca, ts y att de estas
cepas virales, y proporciona métodos para producir nuevas cepas de gripe adecuadas para su Uso como cepas
donantes en el contexto de la produccién de vacunas recombinantes y reorganizantes.

Por ejemplo, se produce un virus donante maestro de tipo A (VDM-A), o un virus donante maestro de tipo B (VDM-
B), a partir de una diversidad de ADNCc virales clonados que constituyen el genoma viral. Los virus recombinantes
pueden producirse a partir de ocho ADNCc virales clonados. Los ocho ADNCc virales que representan las secuencias
seleccionadas de VDM-A o VDM-B para PB2, PB1, PA, NP, HA, NA, M y NS se clonan en un vector de expresion
bidireccional, tal como un plasmido (por ejemplo, pAD3000), de tal forma que el ARN genémico 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 de HA (por ejemplo, para eliminar el sitio de escision
multibasico).

Entonces se recupera el virus MDV-A o MDV-B recombinante infeccioso después de la transfeccién de plasmidos
que portan los ocho ADNc virales en células hospedadoras adecuadas, por ejemplo, células Vero, células
MDCK/293T o MDCK/COS7 cocultivadas. Usando los plasmidos y los métodos descritos en el presente documento,
la divulgacion es util, por ejemplo, para generar vacunas de la gripe de reorganizados 6:2 mediante cotransfeccion
de los 6 genes internos (PB1, PB2, PA, NP, My NS) del virus seleccionado (por ejemplo, VDM-A, VDM-B) junto con
la HA y la NA derivadas de virus de la gripe diferentes de tipo correspondiente (A o B). Por ejemplo, el segmento HA
se selecciona favorablemente de una cepa H1l, H3 o B patogénicamente relevante, tal como se efectia
rutinariamente para la produccion de vacunas. De manera similar, el segmento HA puede seleccionarse de una cepa
con relevancia emergente como cepa patogénica, tal como una cepa H2 (por ejemplo, H2N2), una cepa H5 (por
ejemplo, H5N1) o una cepa H7 (por ejemplo, H7N7). También pueden producirse reorganizados que incorporan
siete segmentos de genoma del MDV y bien el gen HA o NA de una cepa seleccionada (reorganizados 7:1).
Ademas, este sistema es util para determinar la base molecular de caracteristicas fenotipicas, por ejemplo, los
fenotipos atenuados (att), adaptados al frio (ca), y sensibles a la temperatura (ts), relevantes para la produccion de
vacunas.

También se describen en el presente documento métodos para manipular restos de aminoacidos de HA y/o NA para
aumentar la capacidad de un virus de la gripe para replicarse en huevos de gallina embrionados y/o células. Por
ejemplo, los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para modular la actividad de unién al
receptor de HA y/o la actividad de neuraminidasa NA para aumentar la capacidad de un virus de la gripe para
replicarse en huevos y/o células. Ademas, en el presente documento se describen virus de la gripe con capacidad
potenciada para replicarse en huevos de gallina embrionados y/o células.

DEFINICIONES

A menos que se defina de otro modo, se entiende que todos los términos cientificos y técnicos tienen el mismo
significado al usado de manera comun en la técnica a la que pertenecen. Para el fin de la presente divulgacion se
definen a continuacion los siguientes términos.

Las expresiones "acido nucleico”, "polinucleétido”, "secuencia polinucleotidica" y "secuencia de &cido nucleico" se
refieren a polimeros de desoxirribonucleétido o ribonucledtido monocatenarios o bicatenarios, 0 a quimeras o
analogos de los mismos. Tal como se usa en el presente documento, la expresion incluye opcionalmente polimeros
de analogos de nucledtidos de origen natural que tienen la naturaleza esencial de nucleétidos naturales en tanto que
hibridan con &cidos nucleicos monocatenarios de una manera similar a los nucleétidos de origen natural (por
ejemplo, acidos peptidonucleicos). A menos que se indique lo contrario, una secuencia de &acido nucleico particular
descrita abarca secuencias complementarias, ademas de la secuencia indicada explicitamente.

El término "gen" se usa ampliamente para referirse a cualquier acido nucleico asociado con una funcién biolégica.
Por lo tanto, los genes incluyen secuencias codificantes y/o las secuencias reguladores necesarias para su
expresion. El término "gen" se aplica a una secuencia gendmica especifica, asi como a un ADNc o a un ARNm
codificado por esa secuencia genomica.

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" y
"potenciadores”, a los que se unen proteinas reguladoras, tales como factores de transcripcién, dando como
resultado la traduccién se secuencias adyacentes o préximas. Un promotor o potenciador "especifico de tejido" es
uno que regula la transcripcién en un tipo o tipos de tejido o célula especificos.

El término "vector" se refiere a los medios mediante los cuales puede propagarse y/o transferirse un acido 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 hospedadora. Un vector también puede ser un polinucleétido de ARN
desnudo, un polinucleétido de ADN desnudo, un polinucleétido compuesto tanto de ADN como de ARN en la misma
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hebra, un ADN o ARN conjugado a poli-lisina, un ADN o ARN conjugado a un péptido, un ADN conjugado a
liposomas, o similares, que no se replican autbnomamente. Mas comidnmente, los vectores descritos en el presente
documento son plasmidos.

Un "vector de expresion" es un vector, tal como un plasmido, que es capaz de promover la expresion, asi como la
replicacién de un acido nucleico incorporado en el mismo. Tipicamente, el acido nucleico que se va a expresar esta
"unido operativamente" a un promotor y/o potenciador, y se somete a control regulador de la transcripcion por el
promotor y/o potenciador.

Un "vector de expresion bidireccional” esta caracterizado tipicamente por dos promotores alternativos orientados en
direcciones opuestas en relacién a un acido nucleico situado entre los dos promotores, de tal forma que pueda
iniciarse la transcripcion en ambas orientaciones, dando como resultado, por ejemplo, la transcripcién de ARN tanto
de hebra mas (+) o sentido, como negativo (-) o antisentido. Como alternativa, el vector de expresién bidireccional
puede ser un vector ambisentido, en el que el ARNm viral y el ARN gendmico viral (en forma de ARNCc) se expresan
a partir de la misma hebra.

En el contexto descrito en el presente documento, el término "aislado" se refiere a un material bioldgico, tal como un
acido nucleico o una proteina, que estd sustancialmente libre de componentes que acompafian normalmente o
interactian con este en su ambiente de origen natural. El material aislado comprende opcionalmente material no
encontrado con el material en su ambiente natural, por ejemplo, una célula. Por ejemplo, si el material esta en su
ambiente natural, tal como una célula, el material se ha puesto en una localizacion en la célula (por ejemplo, genoma
0 elemento genético) no nativa para un material encontrado en ese ambiente. Por ejemplo, un acido nucleico de
origen natural (por ejemplo, una secuencia codificante, un promotor, un potenciador, etc.) se aisla si se introduce
mediante medios no naturales en un locus del genoma (por ejemplo, un vector, tal como un plasmido o un vector
viral, o amplicon) no nativo para ese acido nucleico. Dichos &cidos nucleicos también se citan como é&cidos nucleicos
"heterologos”.

El término "recombinante” indica que el material (por ejemplo, un &cido nucleico o proteina) se ha alterado artificial o
sintéticamente (de manera no natural) por la intervencion humana. La alteracion puede efectuarse en el material en,
o retirado de, su ambiente o estado natural. Especificamente, en referencia a un virus, por ejemplo, un virus de la
gripe, el virus es recombinante cuando se produce mediante la expresién de un acido nucleico recombinante.

El término "reorganizado”, cuando se refiere a un virus, indica que el virus incluye componentes genéticos y/o
polipeptidicos derivados de mas de una cepa viral o fuente progenitora. Por ejemplo, un reorganizado 7:1 incluye 7
segmentos virales gendmicos (0 segmentos génicos) derivados de un primer virus progenitor, y un solo segmento
gendmico viral complementario, por ejemplo, que codifica hemaglutinina o neuraminidasa, a partir de un segundo
virus progenitor. Un reorganizado 6:2 incluye 6 segmentos gendmicos, mas comunmente los 6 genes internos de un
primer virus progenitor, y dos segmentos complementarios, por ejemplo, hemaglutinina y neuraminidasa,
procedentes de un virus progenitor diferente.

La expresién "introducido" en referencia a un acido nucleico heterélogo o aislado se refiere a la incorporacion de un
acido nucleico en una célula eucariota o procariota donde puede incorporarse el acido nucleico en el genoma de la
célula (por ejemplo, cromosoma, plasmido, plastido o ADN mitocondrial), convertido en un replicon autonomo, o
expresado de manera transitoria (por ejemplo, ARNm transfectado). El término incluye métodos tales como
"infeccion”, "transfeccion”, "transformacion” y "transduccion”. En el contexto descrito en el presente documento,
pueden emplearse una variedad de métodos para introducir acidos nucleicos en células procariotas, incluyendo
electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio, transfecciéon mediada por lipidos (lipofeccion), etc.

La expresion "célula hospedadora" significa una célula que contiene un acido nucleico heterélogo, tal como un
vector, y soporta la replicacion y/o la expresion del acido nucleico, y opcionalmente la produccion de uno o més
productos codificados, incluyendo un polipéptido y/o un virus. Las células hospedadoras pueden ser células
procariotas, tales como E. coli, o células eucariotas, tales como células de levadura, de insecto, de anfibio, aviares o
de mamifero, incluyendo células de ser humano. Las células hospedadoras ejemplares en el contexto descrito en el
presente documento incluyen células Vero (rifion de mono verde africano), células Per.C6 (células reinales
embrionarias humanas), células BHK (rifion de cria de hamster), células primarias de rifion de pollo (PCK), células
de rifion canino Madin-Darby (MDCK), células de rifion bovino Madin-Darby (MDBK), células 293 (por ejemplo,
células 293T), y células COS (por ejemplo, células COS1 y COS7). La expresion célula hospedadora abarca
combinaciones o mezclas de células, incluyendo, por ejemplo, cultivos mixtos de diferentes tipos celulares o lineas
celulares (por ejemplo, células Vero y CEK). Se describe un co-cultivo de células Vero SF electroporadas, por
ejemplo, en el documento PCT/US04/42669 registrado el 22 de diciembre de 2004.

Las expresiones "sensible a la temperatura”, "adaptado al frio" y "atenuado" se conocen bien en la técnica. Por
ejemplo, la expresion "sensible a la temperatura” ("ts") indica que el virus muestra una reduccion de 100 veces o
mayor en el titulo a 39 °C en relaciéon a 33 °C para cepas de gripe A, y que el virus muestra una reduccion de 100
veces 0 mayor en el titulo a 37 °C en relacion a 33 °C para cepas de gripe B. Por ejemplo, la expresion "adaptado al
frio" ("ca") indica que el virus muestra crecimiento a 25 °C dentro de 100 veces su crecimiento a 33 °C. Por ejemplo,
la expresion "atenuado” ("att") indica que el virus se replica en las vias aéreas superiores de hurones, pero no es
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detectable en los tejidos pulmonares, y no produce una enfermedad similar a gripe en el animal. Se entendera que
los virus con fenotipos intermedios, es decir, los virus que muestran reducciones de titulos de menos de 100 veces a
39 °C (para virus de cepa A) o de 37 °C (para virus de cepa B), que muestran crecimiento a 25 °C que es mas de
100 veces su crecimiento a 33 °C (por ejemplo, en 100 veces, 500 veces, 1000 veces, 10.000 veces menos), y/o
muestran crecimiento reducido en los pulmones en relacién al crecimiento en las vias aéreas superiores de hurones
(es decir, parcialmente atenuados) y/o enfermedad similar a gripe reducida en el animal, que posee una o mas de
las sustituciones de aminodacidos descritas en el presente documento también son virus (tiles descritos en el
presente documento. El crecimiento indica la cantidad viral indicada por el titulo, tamafio de placa o morfologia, la
densidad de particulas u otras medidas conocidas por los expertos en la materia.

La expresion "disefiado por ingenieria genética de manera artificial" se usa en el presente documento para indicar
que el virus, el acido nucleico viral o el producto codificado de manera viral, por ejemplo, un polipéptido, una vacuna,
comprenden al menos una mutacién introducida mediante métodos recombinantes, por ejemplo, mutagénesis de
sitio dirigido, mutagénesis por PCR, etc. La expresion "disefiado por ingenieria genética de manera artificial”, cuando
se refiere a un virus (0 a un componente o producto viral) que comprende una o mas mutaciones de nucleétido y/o
sustituciones de aminoacidos indica que el genoma viral o el segmento gendémico que codifica el virus (o
componente o producto viral) no procede de fuentes naturales, tales como una cepa de origen natural o de
laboratorio preexistente de virus producida mediante métodos no recombinantes (tales como paso progresivo a
25°C), por ejemplo, una cepa A/Ann Arbor/6/60 o B/Ann Arbor/1/66 de tipo silvestre o adaptada al frio.

Virus de la gripe

El genoma de los virus de la gripe esta compuesto de ocho segmentos de &cido ribonucleico (ARN) de cadena lineal
(), que cadifica las proteinas inmunogénicas hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), y seis polipéptidos internos
de nuicleo: la nucleoproteina de la nucleocapsida (NP); proteinas de matriz (M); proteinas no estructurales (NS); y 3
proteinas ARN polimerasas (PA, PB1, PB2). Durante la replicacién, se transcribe el ARN gendmico viral en ARN
mensajero de hebra (+) y ARNc gendmico de hebra (-) en el nicleo de la célula hospedadora. Cada uno de los ocho
segmentos gendmicos se empaqueta en los complejos de ribonucleoproteina que contienen, ademas del ARN, NP y
un complejo de polimerasa (PB1, PB2, y PA).

En el presente documento, el ARN gendmico viral correspondiente a cada uno de los ocho segmentos se inserta en
un vector recombinante para la manipulacién y produccion de virus de la gripe. Una diversidad de vectores,
incluyendo vectores virales, plasmidos, césmidos, fagos, y cromosomas artificiales, pueden emplearse en el
contexto descrito en el presente documento. Tipicamente, por facilidad de manipulacion, los segmentos genémicos
virales se insertan en un vector plasmidico, proporcionando uno o mas origenes de replicacion funcionales en
células bacterianas y eucariotas, y, opcionalmente, un marcador conveniente para explorar o seleccionar células que
incorporan la secuencia plasmidica. Un vector ejemplar, el plasmido pAD3000 se ilustra en la Figura 1.

Mas comunmente, los vectores plasmidicos descritos en el presente documento son vectores de expresion
bidireccionales capaces de iniciar la transcripcion del segmento gendémico viral insertado en cualquier direccion, es
decir, dando lugar a moléculas de ARN viral tanto de hebra (+) como de hebra (-). Para efectuar la transcripcion
bidireccional, cada uno de los segmentos gendmicos virales se inserta en un vector que tiene al menos dos
promotores independientes, de tal forma que se transcriben las copias del ARN gendmico viral mediante un primer
promotor de ARN polimerasa (por ejemplo, Pol ), de una hebra, y se sintetizan ARNm virales a partir de un segundo
promotor de ARN polimerasa (por ejemplo, Pol Il). Por consiguiente, se disponen los dos promotores en
orientaciones opuestas flanqueando a cada sitio de clonacién (es decir, una secuencia de reconocimiento por
enzima de restriccion), preferentemente un sitio de clonacion Gnico, adecuados para la insercion de segmentos de
ARN gendmico viral. Como alternativa, puede emplearse un vector "ambisentido” en el que el ARNm de hebra (+) y
el ARN viral de hebra (-) (como un ARNCc) se transcriben a partir de la misma hebra del vector.

Vectores de expresién

El segmento genémico del virus de la gripe que va a expresarse se une operativamente a una secuencia de control
de la transcripcién adecuada (promotor) para dirigir la sintesis de ARNm. Una variedad de promotores son
adecuados para su uso en vectores de expresion para regular la transcripcion de segmentos genémicos del virus de
la gripe. Por ejemplo, en caso de que el vector sea el plasmido pAD3000, se utiliza el promotor de ARN polimerasa Il
(pol 1) dependiente de ADN de citomegalovirus (CMV). Si se desea, por ejemplo, para regular la expresion
condicional, pueden sustituirse otros promotores que inducen la transcripcion de ARN en condiciones especificadas,
0 en los tejidos o células especificadas. Hay disponibles numerosos promotores virales y de mamifero, por ejemplo,
humanos, o pueden aislarse de acuerdo con la aplicacion especifica contemplada. Por ejemplo, los promotores
alternativos obtenidos a partir de los genomas de virus de animales y seres humanos incluyen promotores tales
como los promotores de adenovirus (tales como Adenovirus 2), virus del papiloma, virus de la hepatitis B, virus de
polioma y virus de simio 40 (SV40), y varios promotores retrovirales. Los promotores de mamifero incluyen, entre
otros muchos, el promotor de actina, promotores de inmunoglobulina, promotores de choque por calor, y similares.
Ademas, pueden emplearse promotores de bacteriéfagos en conjuncién con la ARN polimerasa afin, por ejemplo, el
promotor T7.
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La transcripciobn se aumenta opcionalmente incluyendo una secuencia potenciadora. Los potenciadores son
elementos de ADN tipicamente cortos, por ejemplo, de 10-500 pb, de accién en cis que actdan en concierto con un
promotor para aumentar la transcripcién. Se han aislado muchas secuencias potenciadoras a partir de genes de
mamifero (hemoglobina, elastasa, albumina, alfa-fetoproteina, e insulina), y virus de células eucariotas. El
potenciador puede empalmarse en el vector a una posicién 5' o 3' de la secuencia codificante heteréloga, pero se
inserta tipicamente en un sitio 5' del promotor. Tipicamente, el promotor, y si se desea, las secuencias potenciadoras
de la transcripcion adicional se seleccionan para optimizar la expresion en el tipo de célula hospedadora en la que
se va a introducir el ADN heter6logo (Scharf et al., (1994) Heat stress promoters and transcription factors Results
Probl Cell Differ 20:125-62; Kriegler et al. (1990) Assembly of enhancers, promoters, and splice signals to control
expression of transferred genes Methods in Enzymol 185: 512-27). Opcionalmente, el amplicén puede contener
también un sitio de unién a ribosoma o un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) para el inicio de la traduccion.

Los vectores descritos en el presente documento también incluyen de manera favorable las secuencias necesarias
para la terminacion de la transcripcion y para estabilizar el ARNm, tales como un sitio de poliadenilaciéon o una
secuencia de terminacion. Dichas secuencias estan facilmente disponibles a partir de las regiones 5'y en ocasiones
3' no traducidas de ADN o ADNc eucaridticos o virales. Por ejemplo, implicando al plasmido pAD3000, las
secuencias de poliadenilacién de SV40 proporcionan una sefial de poliadenilacion.

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

El vector que contiene la secuencia de ADN adecuada tal como se describe anteriormente, asi como un promotor o
secuencia de control adecuada, pueden emplearse para transformar una célula hospedadora, permitiendo la
expresion de la proteina. Aunque los vectores descritos en el presente documento pueden replicarse en células
bacterianas, serd mas frecuentemente deseable introducirlos en células de mamifero, por ejemplo, células Vero,
células BHK, células MDCK, células 293, células COS, para el fin de la expresion.

Elementos de expresion adicionales

Mas comunmente, el segmento gendémico que codifica la proteina del virus de la gripe incluye cualquier secuencia
adicional necesaria para su expresion, incluyendo la traduccién en una proteina viral funcional. En otras situaciones,
puede emplearse un minigén, u otra construccion artificial que codifica las proteinas virales, por ejemplo, una
proteina HA o NA. En este caso, a menudo es deseable incluir sefiales de iniciacién especificas que ayudan a la
traduccion eficaz de la secuencia codificante heteréloga. Estas sefiales pueden incluir, por ejemplo, el codon de
iniciacion ATG y secuencias adyacentes. Para asegurar la traduccion de la insercion completa, se inserta el codon
de iniciacion en el marco de lectura correcto en relacion a la proteina viral. Los elementos transcripcionales
exogenos y los codones de iniciacion pueden ser de varios origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficacia de
la expresion puede potenciarse mediante la inclusion de potenciadores adecuados para el sistema celular que se
esté usando.

Si se desea, pueden incorporarse secuencias polinucleotidicas que codifican elementos expresados adicionales,
tales como secuencias de sefial, secuencias de secrecion o localizacion, y similares en el vector, generalmente, en
fase con la secuencia del polinucleétido de interés, por ejemplo, para dirigir la expresion del polipéptido a un
compartimento celular, membrana, u organulo deseado, o en el medio de cultivo celular. Dichas secuencias se
conocen por los expertos, e incluyen péptidos lideres de secrecion, secuencias de direccién a organulos (por
ejemplo, secuencias de localizacion nuclear, sefiales de retencion en el RE, secuencias de transito mitocondrial),
secuencias de localizacién/anclaje en membrana (por ejemplo, secuencias de detencion de la transferencia, sefiales
de ancla de GPI), y similares.
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Vacunas de virus de la gripe

Histéricamente, las vacunas de virus de la gripe 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 reorganizantes que incorporan antigenos de hemaglutinina y neuraminidasa seleccionados en el
contexto de una cepa maestra aprobada atenuada, sensible a la temperatura. Después del cultivo del virus a través
de multiples pases en huevos de gallina, se recuperan los virus de la gripe y, opcionalmente, se inactivan, por
ejemplo, usando formaldehido y/o B-propiolactona. Sin embargo, la produccion de vacuna de la gripe de este modo
tiene varios inconvenientes significativos. Los contaminantes que quedan de los huevos de gallina son
elevadamente antigénicos, pirogénicos, y frecuentemente dan como resultado efectos secundarios significativos tras
su administracion. De manera mas importante, las cepas designadas para la produccién tienen que seleccionarse y
distribuirse, tipicamente meses antes de la siguiente estacién de gripe, para dar tiempo para la produccién e
inactivacion de la vacuna de la gripe. Los intentos de produccion de vacunas recombinantes y reorganizantes en
cultivo celular se han visto impedidos por la incapacidad de ninguna de las cepas aprobadas para la produccién de
vacunas de crecer de manera eficaz en condiciones de cultivo celular convencionales.

También se describe en el presente documento un sistema de vector, y métodos para producir virus recombinantes
y reorganizantes en cultivo que hacen posible producir rapidamente vacunas que corresponden a una o varias cepas
antigénicas de virus. En particular, se proporcionan condiciones y cepas que dan como resultado una produccién
eficaz de virus a partir de un sistema multi-plasmido en cultivo celular. Opcionalmente, si se desea, l0s virus pueden
amplificarse adicionalmente en huevos de gallina.

Por ejemplo, no ha sido posible crecer la cepa maestra de gripe B, B/Ann Arbor/1/66, en condiciones de cultivo
celular convencionales, por ejemplo, a 37 °C. En los métodos descritos en el presente documento, se introducen en
células adecuadas mudltiples plasmidos, incorporando cada uno un segmento de un genoma de virus de la gripe, y se
mantienen en cultivo a una temperatura menor o igual a 35 °C. Tipicamente, los cultivos se mantienen a entre
aproximadamente 32 °C y 35°C, preferentemente entre aproximadamente 32 °C y aproximadamente 34 °C, por
ejemplo, a aproximadamente 33 °C.

Tipicamente, los cultivos se mantienen en un sistema, tal como una incubadora de cultivos celulares, en condiciones
de humedad y CO, controladas, a una temperatura constante usando un regulador de la temperatura, tal como un
termostato para asegurar que la temperatura no supera los 35 °C.

Los virus de la gripe reorganizantes pueden obtenerse facilmente introduciendo un subconjunto de vectores que
corresponden a segmentos genomicos de un virus de gripe maestro, en combinacibn con segmentos
complementarios procedentes de cepas de interés (por ejemplo, variantes antigénicas de interés). Tipicamente, 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 producciéon de una vacuna viva atenuada, la cepa
de virus donante maestro puede seleccionarse respecto de un fenotipo atenuado, adaptacion al frio y/o sensibilidad
a la temperatura. En este contexto, la cepa ca de gripe A, A/Ann Arbor/6/60; la cepa ca de gripe B, B/Ann Arbor/1/66;
u otra cepa seleccionada respecto de sus propiedades fenotipicas, por ejemplo, una cepa atenuada, adaptada al frio
y/o sensible a la temperatura, tal como una cepa de gripe A disefiada por ingenieria genética de manera atrtificial tal
como se describe en el Ejemplo 4 0 una cepa de gripe B disefiada por ingenieria genética de manera artificial que
incorporan una 0 mas de las sustituciones de aminoacidos especificadas en la Tabla 17 se seleccionan de manera
favorable como cepas donantes maestras.

Los plasmidos que incorporan los seis genes internos de la cepa de virus maestra de gripe (es decir, PB1, PB2, PA,
NP, NB, M1, BM2, NS1 y NS2) pueden transfectarse en células hospedadoras adecuadas en combinacién con
segmentos de hemaglutinina y neuraminidasa de una cepa antigénicamente deseable, por ejemplo, una cepa en la
que se predice que causa una infeccion de gripe local o global significativa. Después de la replicacion del virus
reorganizante en cultivo celular a temperaturas adecuadas para una recuperacion eficaz, por ejemplo, menor o igual
a 35 °C, tal como entre aproximadamente 32 °C y 35 °C, por ejemplo, entre aproximadamente 32 °C y
aproximadamente 34 °C, o a aproximadamente 33 °C, se recuperan los virus reorganizantes. Opcionalmente, el
virus recuperado puede inactivarse usando un agente desnaturalizante, tal como formaldehido o -propiolactona.

Vacunas de virus de la gripe atenuados, sensibles a la temperatura y adaptados al frio

En un aspecto, la presente divulgacion se basa en la determinacion de las mutaciones subyacentes al fenotipo ts en
cepas donantes maestras preferidas del virus. Para determinar la importancia funcional de cambios de un solo
nucleétido en el genoma de la cepa de VDM, se evaluaron virus reorganizantes procedentes de cepas altamente
relacionadas del linaje A/AA/6/60 respecto de su sensibilidad a la temperatura. La naturaleza isogénica de las dos
cepas progenitoras permite la evaluacion de cambios de un solo nucleétido en el fenotipo ts. Por consiguiente, la
base genética para el fenotipo ts de VDM-A se mapea a nivel de nucleétidos para especificar restos de aminoacidos
en PB1, PB2, y NP.

Los intentos anteriores para mapear la base genética del fenotipo ts de ca A/AA/6/60 utilizaron técnicas clasicas de
coinfeccidn/reorganizantes para crear reorganizantes de un solo gen y de mdltiples genes entre A/AA/6/60 y una
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cepa wt no relacionada. Estos estudios sugirieron que tanto PB2 como PB1 contribuyeron 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, p. 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). La interpretacion de estos estudios, sin embargo, se confundié debido
a efectos de constelacion, que estuvieron causados por la mezcla de segmentos génicos de dos cepas de gripe A
divergentes. Las interacciones debilitadas podrian haber sucedido a través de cambios entre los segmentos génicos
de A/AA/6/60 y de wt distintos de aquellos implicados especificamente en la expresion del fenotipo ts a partir del
origen de A/AA/6/60. También se demostré que los efectos de constelacion confundieron la interpretacion de la
asociacion del segmento génico M con el fenotipo att (Subbarao et al. (1992) The attenuation phenotype conferred
by the M gene of the influenza A/Ann Arborl6/60 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 aminoacidos en las posiciones PB1%%, PB1°®!, PB1°%,
PB2?°® y NP** se identifican en el presente documento como funcionalmente importantes para conferir el fenotipo
sensible a la temperatura al virus de cepa VDM-A. Como apreciaran los expertos en la materia, las mutaciones en
nucleétidos en las posiciones PB1''°, PB1Y% pB1%°% pB2%#' y NP designan sustituciones de aminoacidos en
PB1*!, PB1°®, PB1°®!, PB2?*® y NP*, respectivamente. Por lo tanto, también se describen en el presente
documento cualesquiera sustituciones de nucleétidos que den como resultado aminoéacidos sustituidos en estas
posiciones. Las mutaciones ejemplares PB1*°" (K391 E), PB1%*®! (E581G), PB1°®* (A661T), PB2?°® (N265S) y NP
(D34G), de manera individual, y méas preferentemente en combinacion, dan como resultado un fenotipo sensible a la
temperatura. La reversién simultdnea de estas mutaciones a tipo silvestre suprime el fenotipo ts, mientras que la
introduccion de estas mutaciones en un origen de tipo silvestre da como resultado virus con un fenotipo ts. De
manera consistente con la estabilidad de estos fenotipos durante el pase del virus, ningin cambio individual puede
revertir individualmente el perfil de sensibilidad a la temperatura del virus resultante al de tipo silvestre. En cambio,
estos cambios parecen actuar en concierto entre si para expresar completamente el fenotipo ts. Este descubrimiento
permite el disefio por ingenieria genética de cepas adicionales de virus de gripe A sensible a la temperatura
adecuadas para virus donantes maestros para la produccién de vacunas de gripe vivas atenuadas.

De manera similar, las sustituciones de aminoacidos individuales en una cepa de virus donante maestro B se
correlacionan con el fenotipo ts, tal como se ilustra en la Tabla 17. Por lo tanto, los métodos presentados en el
presente documento estdn adaptados para producir nuevas cepas de gripe B con fenotipos sensibles a la
temperatura, y opcionalmente atenuados y/o adaptados al frio mediante la introduccion de una o mas mutaciones
especificadas en un genoma de gripe B. Por ejemplo, se introducen una o mas mutaciones que dan como resultado
una sustitucion de aminoacidos en una posicion seleccionada entre PB2°%, PA*Y:; PA*"; NP°; NP NP0 NP>,
M1°° y M1'® en el genoma de una cepa de gripe B para producir un virus de la gripe B sensible a la temperatura.
Las sustituciones de aminoacidos ejemplares incluyen las siguientes; PB2°*° (S630R); PA*! (v431M); PA*’
(Y497H); NP® (T55A); NP (V114A); NP* (P410H); NP°* (A509T); M1™° (H159Q) y M1'®* (M183V).

En el presente documento se describen virus de la gripe que incorporan las mutaciones independientemente del
método mediante el que se producen. Es decir, también se describen en el presente documento cepas de gripe que
incluyen las mutaciones descritas en el presente documento, por ejemplo, cualquier virus de gripe A con una
sustitucion de aminoacidos en relacion al tipo silvestre en una o mas posiciones seleccionadas entre: PB1%,
PB1°%!, PB1°®*, PB2°®® y NP* 0 cualquier virus de gripe B con una sustitucién de aminodcidos en relacion al tipo
silvestre en una o mas posiciones seleccionadas entre: PB2%%; PA®!; PA*": NP*°; NP NP*? NP°%; M1 y
M1'®%, con la salvedad de no considerar como descritas en el presente documento las cepas ca A/Ann Arbor/6/60 y
B/Ann Arbor/1/66. Los virus de gripe A pueden incluir una diversidad de mutaciones (por ejembplo, dos, o tres, 0
cuatro, 0 cinco, 0 mas mutaciones) seleccionadas entre PB1%* (K391E), PB1°®! (E581G), PB1°* (A661T), PB2°®°
(N265S) y NP3 (D34G); y los virus de gripe B incluyen una diversidad de mutaciones seleccionadas entre PB2%%°
(S630R); PA*™ (V431M); PA™" (Y497H); NP*® (T55A); NP™ (V114A); NP**° (P410H); NP*® (A509T); M1™°
(H159Q) y M1'83 (M183V), respectivamente. Por ejemplo, ademas de proporcionar virus con los fenotipos deseados
relevantes para la produccién de vacunas, son adecuados los virus con un subconjunto de mutaciones, por ejemplo,
1,02, 03, 04, o5 mutaciones seleccionadas para dilucidar la contribucion de las mutaciones adicionales al fenotipo
del virus. Los virus de la gripe pueden incluir al menos un nucledtido adicional no de tipo silvestre (por ejemplo,
dando posiblemente como resultado una sustitucidon adicional de aminoacidos), que refina opcionalmente el fenotipo
deseado o confiere un atributo fenotipico deseable adicional.
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Replicacidn viral potenciada

En el presente documento también se describe un método para la introducciéon de al menos una sustitucion de resto
de aminoacido en HA y/o NA para aumentar la capacidad de un virus de la gripe para replicarse en huevos de
gallina embrionados y/o en células hospedadoras. También se describen en el presente documento variantes de
virus de la gripe con capacidad aumentada para replicarse en huevos de gallina embrionados y/o en células
hospedadoras (citadas en el presente documento como "variantes re replicacién potenciada") cuando se comparan
con virus de la gripe sin sustituciones en HA y/o NA. Se contempla especificamente que el método descrito en el
presente documento pueda utilizarse para potenciar la replicacion de un virus de la gripe en una célula hospedadora
y que las variantes de replicacion potenciada puedan tener replicacién potenciada en huevos de gallina y/o células
hospedadoras. Las células adecuadas para la replicacion del virus de la gripe incluyen, por ejemplo, células Vero,
células Per.C6, células BHK, células MDCK, células 293 y células COS, incluyendo células 293T y células COS7.

El método descrito en el presente documento puede introducir al menos una sustitucion de aminoacidos en HA y/o
NA que potenciara la capacidad de un virus de la gripe para replicarse en huevos y/o células hospedadoras en al
menos un 10%, o en al menos un 20%, o en al menos un 30%, o en al menos un 40%, o en al menos un 50%, o en
al menos un 60%, o en al menos un 70%, o en al menos un 80%, o en al menos un 90%, o en al menos un 100%, o
en al menos un 200%, o en al menos un 300%, o en al menos un 400%, o en al menos un 500% en comparacion
con el virus de la gripe no modificado. Se contempla especificamente que puedan efectuarse las modificaciones de
aminoacdos tanto en HA como en NA. Preferentemente, el método descrito en el presente documento no altera
significativamente la antigenicidad del virus de la gripe sustituido cuando se compara con el virus de la gripe no
sustituido. El método descrito en el presente documento reduce la antigenicidad del virus de la gripe sustituido en
comparacion con el virus de la gripe no sustituido en menos de un 10%, o en menos de un 20%, o en menos de un
30%, o en menos de un 40%, o en menos de un 50%, o en menos de un 60%, o en menos de un 70%, o0 en menos
de un 80%, o en menos de un 90%, o en menos de un 100%. Se conocen bien en la técnica métodos para
determinar la antigenicidad viral (véase también el "Ejemplo 11", anteriormente citado).

El método descrito en el presente documento incorpora ademas un virus de la gripe atenuado, un virus de la gripe
adaptado al frio, un virus de la gripe sensible a la temperatura, o un virus con cualquier combinacion de estas
caracteristicas deseables. Preferentemente, los virus incorporados mediante el método descrito en el presente
documento incluyen, pero sin limitacion, el virus de la gripe de cepa B/Ann Arbor/1/66, el virus de la gripe de cepa
A/Ann Arbor/6/60. El método descrito en el presente documento puede introducir vectores que incluyen los seis
genes internos de una cepa viral seleccionada por sus propiedades favorables en relacion a la produccién de
vacunas, en combinacién con los segmentos gendémicos que codifican los antigenos de superficie de HA y NA
manipulados deseados para producir virus de gripe con capacidad potenciada para replicarse en huevos de gallina
embrionados y/o en células hospedadoras (véase mas arriba y el "Ejemplo 11"). Los métodos descritos en el
presente documento pueden incorporar ademas un virus de la gripe no atenuado.

El método descrito en el presente documento puede introducir al menos una sustitucion de aminoacidos que modula
la actividad de unién a receptor de HA. La actividad de unién a receptor de HA incluye, pero sin limitacion, la unién
de HA a restos de &cido sidlico (por ejemplo, restos de sialilo-galactosilo unidos en 2,6 [Siaa(2,6)Gal] y restos de
sialilo-galactosilo unidos en 2,3 [Siaa(2,3)Gal]) presentes en las glucoproteinas o glucolipidos de la superficie
celular. En "Ejemplo 11" (mas adelante) se presenta un método para ensayar la unién de HA. Se conocen bien otros
métodos en la técnica. El método descrito en el presente documento puede introducir sustituciones de aminoacidos
que modulan la especificidad de union a receptor de HA para restos de [Siaa(2,6)Gal] y/o [Siaa(2,3)Gall.
Preferentemente, el método potenciara la unién de HA a restos de [Siaa(2,3)Gal].

El método descrito en el presente documento puede introducir al menos una sustitucion de aminoacidos que
potencia la actividad de unién a receptor de HA. Preferentemente, la actividad de unién a receptor aumenta en al
menos un 10%, o en al menos un 20%, o en al menos un 30%, o en al menos un 40%, o en al menos un 50%, o en
al menos un 60%, o en al menos un 70%, o en al menos un 80%, o en al menos un 90%, o en al menos un 100%, o
en al menos un 200%.

El método descrito en el presente documento puede introducir al menos una sustitucién de aminoacidos que reduce
la actividad de union a receptor de HA. Preferentemente, la actividad de union a receptor se reduce en al menos un
10%, o en al menos un 20%, o en al menos un 30%, o en al menos un 40%, o en al menos un 50%, o en al menos
un 60%, o en al menos un 70%, o en al menos un 80%, o en al menos un 90%, o en al menos un 100%, o en al
menos un 200%.

El método puede introducir al menos una sustitucién de aminoacidos en las posiciones 183, 186 y/o 226 de HA. De
acuerdo con la presente invencién, tal como se define en las reivindicaciones, se efectian sustituciones de
aminoacidos en las posiciones 183 y 226, de tal forma que la posicidon 183 es una leucina y la posicion 226 es una
alanina.

El método descrito en el presente documento puede introducir al menos una sustituciéon de aminoacidos que modula

la actividad de neuraminidasa de NA. La actividad de neuraminidasa de NA incluye, pero sin limitacion, la hidrdlisis
de sustratos que contienen acido N-acetilneuraminico unido de manera alfa-cetosidica (Neu5Ac). Los métodos para
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determinar la actividad de neuraminidasa se conocen bien en la técnica (véase también el "Ejemplo 11" mas
adelante).

El método descrito en el presente documento puede introducir al menos una sustitucion de aminoacidos que
potencia la actividad de neuraminidasa de NA. Preferentemente, la actividad de unién a receptor aumenta en al
menos un 10%, o en al menos un 20%, o en al menos un 30%, o en al menos un 40%, o en al menos un 50%, o en
al menos un 60%, o en al menos un 70%, o en al menos un 80%, o en al menos un 90%, o en al menos un 100%, o
en al menos un 200%.

El método descrito en el presente documento puede introducir al menos una sustitucién de aminoéacidos que reduce
la actividad de neuraminidasa de NA. Preferentemente, la actividad de neuraminidasa se reduce en al menos un
10%, o en al menos un 20%, o en al menos un 30%, o en al menos un 40%, o en al menos un 50%, o en al menos
un 60%, o en al menos un 70%, o en al menos un 80%, o en al menos un 90%, o en al menos un 100%, o en al
menos un 200%.

El método descrito en el presente documento puede introducir al menos una sustitucion de aminoacidos en las
posiciones 119 y/o 136 de NA. Preferentemente, las sustituciones se efectlan de tal modo que la posicién 119 es un
glutamato y la posiciéon 136 es una glutamina.

Un experto en la materia apreciard que en algunos casos, la proteina HA y/o NA ya tendra los restos de aminoécido
preferidos en una o mas de las posiciones anteriormente mencionadas. En esta situacion, se introduciran
sustituciones solo en las posiciones restantes no coincidentes.

Se contempla especificamente que puedan efectuarse sustituciones conservativas de aminoacidos para dichas
sustituciones de aminoéacidos en las posiciones 183, 186 y/o 226 de HA y en las posiciones 119 y/o 136 de NA,
descritas anteriormente.

Se sabe bien en la técnica que "sustitucion conservativa de aminoéacidos" se refiere a sustituciones de aminoacidos
gue sustituyen aminoacidos funcionalmente equivalentes. Los cambios conservativos de aminoacidos dan como
resultado cambios silentes en la secuencia de aminodcidos del péptido resultante. Por ejemplo, uno o mas
aminoacidos de una polaridad similar actian como equivalentes funcionales y dan como resultado una alteracién
silente en la secuencia de aminoacidos del péptido. También pueden considerarse como "sustituciones
conservativas" aquellas sustituciones que son de carga neutra y que sustituyen a un resto con un resto mas
pequefio, incluso si los restos se encuentran en grupos diferentes (por ejemplo, sustitucién de fenilalanina con
isoleucina, més pequefia). Se han definido en la técnica familias de aminoacidos que tienen cadenas laterales
similares. Las familias de sustituciones conservativas de aminoacidos incluyen, pero sin limitacién, no polares (por
ejemplo, Trp, Phe, Met, Leu, lle, Val, Ala, Pro), polares no cargadas (por ejemplo, Gly, Ser, Thr, Asn, GIn, Tyr, Cys),
acidas/cargadas negativamente (por ejemplo, Asp, Glu), basicas/cargadas positivamente (por ejemplo, Arg, Lys,
His), beta-ramificadas (por ejemplo, Thr, Val, lle), restos que influencian la orientacion de cadena (por ejemplo, Gly,
Pro) y aromaticas (por ejemplo, Trp, Tyr, Phe, His). La expresion "sustitucion conservativa de aminoacidos también
se refiere al uso de analogos o variantes de aminoacidos. Se proporciona una orientacion referente a cémo preparar
sustituciones de aminoacidos fenotipicamente silentes en Bowie et al., "Deciphering the Message in Protein
Sequences: Tolerance to Amino Acid Substitutions," (1990, Science 247:1306-10).

También se describen en el presente documento virus de la gripe modificados, citados en el presente documento
como variantes de gripe de "replicacion potenciada"”, que incorporan al menos una sustitucion de aminoacidos en HA
y/o NA que potencia su replicacién en huevos de gallina embrionados y/o en células hospedadoras cuando se
comparan con los virus de la gripe no modificados. Preferentemente, la capacidad de replicacion de una variante de
gripe de replicaciéon potenciada en huevos y/o células hospedadoras se ha potenciado en al menos un 10%, o en al
menos un 20%, o en al menos un 30%, o en al menos un 40%, o en al menos un 50%, o en al menos un 60%, o en
al menos un 70%, o en al menos un 80%, o en al menos un 90%, o en al menos un 100%, o en al menos un 200%,
0 en al menos un 300%, o en al menos un 400%, o en al menos un 500% en comparacion con el virus de la gripe no
modificado.

Una variante de gripe de replicaciéon potenciada puede incorporar ademas un virus de gripe atenuado, un virus de la
gripe adaptado al frio, un virus de la gripe sensible a la temperatura, o un virus con cualquier combinacion de estas
caracteristicas deseables. Preferentemente, el virus incorporado en una variante de gripe de replicacién potenciada
incluye, pero sin limitacion, el virus de la gripe de cepa B/Ann Arbor/1/66, el virus de la gripe de cepa A/Ann
Arbor/6/60. Se contempla especificamente que se produzca una variante de gripe de replicacion potenciada
introduciendo vectores que incluyen los seis genes internos de una cepa viral seleccionada por sus propiedades
favorables referentes a la produccion de vacunas, en combinacién con los segmentos gendmicos que codifican los
antigenos de superficie de HA y NA sustituidos deseados (véase mas arriba y el "Ejemplo 11").

Una variante de gripe de replicacién potenciada puede incorporar al menos una sustitucion de aminoacidos en HA

gue modula la actividad de unién a receptor de HA (véase mas arriba). Preferentemente, el método potenciara la
unién de HA a restos de [Siaa(2,3)Gal].
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Una variante de gripe de replicacién potenciada puede incorporar al menos una sustitucion de aminoacidos que
potencia la actividad de unién a receptor de HA. Preferentemente, la actividad de unién a receptor aumenta en al
menos un 10%, o en al menos un 20%, o en al menos un 30%, o en al menos un 40%, o en al menos un 50%, o en
al menos un 60%, o en al menos un 70%, o en al menos un 80%, o en al menos un 90%, o en al menos un 100%, o
en al menos un 200%. Se contempla especificamente que una variante de gripe potenciada en huevo no tenga una
antigenicidad viral significativamente alterada cuando se compara con el virus de la gripe no sustituido. Una variante
de gripe de replicacién potenciada puede tener una antigenicidad que se reduce en menos de un 10%, o en menos
de un 20%, o en menos de un 30%, o en menos de un 40%, o en menos de un 50%, o en menos de un 60%, o en
menos de un 70%, o en menos de un 80%, o en menos de un 90%, o en menos de un 100% cuando se compara
con el virus no sustituido. Se conocen bien en la técnica métodos para determinar la antigenicidad viral (véase
también el "Ejemplo 11", anteriormente citado).

Una variante de gripe de replicaciéon potenciada puede incorporar al menos una sustitucion de aminoacidos que
reduce la actividad de unién a receptor de HA. Preferentemente, la actividad de unién a receptor se reduce en al
menos un 10%, o en al menos un 20%, o en al menos un 30%, o en al menos un 40%, o en al menos un 50%, o en
al menos un 60%, o en al menos un 70%, o en al menos un 80%, o en al menos un 90%, o en al menos un 100%, o
en al menos un 200%.

Una variante de gripe de replicacion potenciada puede incorporar al menos una sustitucion de aminoacidos en HA
en las posiciones 183, 186 y/o 226. De acuerdo con la invencion, tal como se define en las reivindicaciones, las
sustituciones de aminoacidos estan presentes en las posiciones 183 y 226, de tal forma que la posicion 183 es una
leucina y la posicion 226 es una alanina.

Una variante de gripe de replicacion potenciada puede incorporar al menos una sustituciéon de aminoacidos que
modula la actividad de neuraminidasa de NA (véase mas arriba).

Una variante de gripe de replicacién potenciada puede incorporar al menos una sustitucion de aminoacidos que
potencia la actividad de neuraminidasa de NA. Preferentemente, la actividad de union a receptor aumenta en al
menos un 10%, o en al menos un 20%, o en al menos un 30%, o en al menos un 40%, o en al menos un 50%, o en
al menos un 60%, o en al menos un 70%, o en al menos un 80%, o en al menos un 90%, o en al menos un 100%, o
en al menos un 200%.

Una variante de gripe de replicacién potenciada puede incorporar al menos una sustitucion de aminoacidos que
reduce la actividad de neuraminidasa de NA. Preferentemente, la actividad de neuraminidasa se reduce en al menos
un 10%, o en al menos un 20%, o en al menos un 30%, o en al menos un 40%, o en al menos un 50%, o en al
menos un 60%, o en al menos un 70%, o en al menos un 80%, o en al menos un 90%, o en al menos un 100%, o en
al menos un 200%.

Una variante de gripe de replicacién potenciada puede incorporar al menos una sustitucion de aminoacidos en NA
en las posiciones 119 y/o 136. Preferentemente, las sustituciones se efectdan de tal modo que la posiciéon 119 es un
glutamato y la posiciéon 136 es una glutamina.

Cultivo celular

Tipicamente, la propagacion del virus se logra en las composiciones de medio en las que se cultivan normalmente
las células hospedadoras. Las células adecuadas para la replicacion del virus de la gripe incluyen, por ejemplo,
células Vero, células Per.C6, células BHK, células MDCK, células 293 y células COS, incluyendo células 293T y
células COS7. Comunmente, se emplean co-cultivos que incluyen dos de las lineas celulares anteriores, por
ejemplo, células MDCK y células 293T o COS a una relacion, por ejemplo, de 1:1, para mejorar la eficacia de la
replicacién. Tipicamente, las células se cultivan en un medio de cultivo comercial estandar, tal como medio Eagle
modificado de Dulbecco suplementado con suero (por ejemplo, suero fetal bovino al 10 %), o en medio sin suero,
con humedad controlada y una concentracion de CO, adecuada para mantener un pH tamponado neutro (por
ejemplo, a un pH entre 7,0 y 7,2). Opcionalmente, el medio contiene antibiéticos para prevenir el crecimiento
bacteriano, por ejemplo, penicilina, estreptomicina, etc., y/o nutrientes adicionales, tales como L-glutamina, piruvato
de sodio, aminoacidos no esenciales, suplementos adicionales para promover caracteristicas de crecimiento
favorables, por ejemplo, tripsina, f-mercaptoetanol, y similares.

Los procedimientos para mantener a las células de mamifero en cultivo se han comunicado de manera extensiva, y
son conocidos para los expertos en la materia. 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, Edimburgo; Adams (1980) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-
Cell Culture for Biochemists, Work y Burdon (eds.) Elsevier, Amsterdam. Los detalles adicionales referentes a los
procedimientos de cultivo tisular de interés particular en la produccién de virus de la gripe in vivo incluyen, por
ejemplo, Merten et al. (1996) Production of influenza virus in cell cultures for vaccine preparation. En Cohen y
Shafferman (eds) Novel Strategies in Design and Production of Vaccines. Ademas, se determinan facilmente
variaciones en dichos procedimientos adaptados para la presente divulgacion mediante experimentacion rutinaria.
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Las células para la produccién de virus de la gripe pueden cultivarse en medio con suero o sin suero. En algunos
casos, por ejemplo, para la preparacién de virus purificados, es deseable crecer las células hospedadoras en
condiciones sin suero. Las células pueden cultivarse a pequefia escala, por ejemplo, en menos de 25 ml de medio,
tubos o matraces de cultivo, 0 en grandes matraces con agitacién, en botellas rotatorias, o en perlas
microtransportadoras (por ejemplo, perlas microtransportadoras de DEAE-dextrano, tales como Dormacell, Pfeifer y
Langen; Superbead, Flow Laboratories; perlas de copolimero de estireno-trimetilamina, tales como Hillex, SoloHill,
Ann Arbor) en matraces, botes o cultivos en reactor. Las perlas microtransportadoras son pequefias esferas (en el
intervalo de 100-200 micras de diametro) que proporcionan una gran area superficial para crecimiento celular
adherente por volumen de cultivo celular. Por ejemplo, un solo litro de medio puede incluir mas de 20 millones de
perlas microtransportadoras que proporcionan mas de 8000 centimetros cuadrados de superficie de crecimiento.
Para la produccion comercial de virus, por ejemplo, para la produccién de vacunas, a menudo es deseable cultivar
las células en un biorreactor o en un fermentador. Los biorreactores estan disponibles en volimenes 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 o comercial de B. Braun Biotech
International (B. Braun Biotech, Melsungen, Alemania).

Independientemente del volumen de cultivo, en el contexto descrito en el presente documento, es importante que se
mantengan los cultivos a una temperatura menor o igual a 35 °C, para asegurar una recuperacion eficaz de virus de
la gripe recombinantes y/o reorganizantes usando el sistema multiplasmido descrito en el presente documento. Por
ejemplo, las células se cultivan a una temperatura entre aproximadamente 32 °C y 35 °C, tipicamente a una
temperatura entre aproximadamente 32 °C y aproximadamente 34 °C, normalmente a aproximadamente 33 °C.

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

Introduccidn de vectores en células hospedadoras

Los vectores que comprenden segmentos gendémicos de la gripe se introducen (por ejemplo, transfectan) en células
hospedadoras de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica para introducir 4cidos nucleicos heterdlogos en
células eucariotas, incluyendo, por ejemplo, co-precipitacion con fosfato de calcio, electroporacion, microinyeccion,
lipofeccion y transfeccion empleando reactivos de transfeccion de poliamina. Por ejemplo, pueden transfectarse
vectores, por ejemplo, plasmidos en células hospedadoras, tales como células COS, células 293T o combinaciones
de células COS o 293T y células MDCK, usando un reactivo de transfecciéon de poliamina TransIT-LT1 (Mirus) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se introducen aproximadamente 1 pg de cada vector en la poblacion de
células hospedadoras con aproximadamente 2 pl de TransIT-LT1 diluido en 160 pl de medio, preferentemente medio
sin suero, en un volumen total de 200 pl. Las mezclas de ADN:reactivo de transfeccion se incuban a temperatura
ambiente durante 45 min seguido de la adicion de 800 pl de medio. La mezcla de transfeccion se afiade a las células
hospedadoras, y se cultivan las células como se ha descrito anteriormente. Por consiguiente, para la produccion de
virus recombinantes o reorganizados en cultivo celular, se mezclan vectores que incorporan cada uno de los 8
segmentos de genoma (PB2, PB1, PA, NP, M, NS, HA y NA) con aproximadamente 20 ul de TransIT-LT1 y se
transfectan en las células hospedadoras. Opcionalmente, se reemplaza el medio que contiene suero antes de la
transfeccién por medio sin suero, por ejemplo, Opti-MEM |, y se incuba durante 4-6 horas.

Como alternativa, puede emplearse electroporacion para introducir vectores que incorporan segmentos genémicos
de la gripe en células hospedadoras. Por ejemplo, se introducen de manera favorable vectores de plasmido que
incorporan un virus de la gripe A o de la gripe B en células Vero usando electroporacién de acuerdo con el siguiente
procedimiento. En resumen, 5 x 10° células Vero, por ejemplo, crecidas en medio Eagle modificado (MEM)
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 % se resuspenden en 0,4 ml de OptiMEM y se ponen en una
cubeta de electroporacion. Se afiaden veinte microgramos de ADN en un volumen de hasta 25 pl a las células en la
cubeta, que a continuacion se mezcla suavemente dando unos golpecitos suaves. La electroporacion se lleva a cabo
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (por ejemplo, un dispositivo Gene Pulser Il de BioRad con un
dispositivo Capacitance Extender Plus conectado) a 300 voltios, 950 microfaradios con una constante de tiempo de
entre 28-33 milisegundos. Entonces se vuelven a mezclar las células dando golpecitos suaves y aproximadamente
1-2 minutos después de la electroporacion se afiaden 0,7 ml de MEM con FBS al 10% directamente a la cubeta. Las
células se transfectan entonces a dos pocillos de una placa de cultivo tisular estandar de 6 pocillos que contiene
2 ml de MEM. FBS a, 10% u OPTI-MEM sin suero. La cubeta se lava para recuperar cualquier célula restante y la
suspension de lavado se divide entre dos pocillos. El volumen final es de aproximadamente 3,5 ml. Las células se
incuban entonces en condiciones permisivas para el crecimiento viral, por ejemplo, a aproximadamente 33 °C para
las cepas adaptadas al frio.

Recuperacion de virus

Los virus se recuperan tipicamente del medio de cultivo, en el que han crecido las células infectadas (transfectadas).
Tipicamente, se aclara el medio antes de la concentracion de los virus de la gripe. Los métodos comunes incluyen
filtracion, ultrafiltracion, adsorcion en sulfato de bario y elucién, y centrifugacion. Por ejemplo, el medio en bruto de
cultivos infectados puede aclararse primeramente mediante centrifugacion a, por ejemplo, 1000-2000 x g durante un
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tiempo suficiente para eliminar los restos de células y otra materia en particulas grandes, por ejemplo, entre 10 y 30
minutos. Como alternativa, el medio se filtra a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,8 um para eliminar a las
células intactas y otra materia en particulas grandes. Opcionalmente, el sobrenadante del medio aclarado se
centrifuga para precipitar los virus de la gripe, por ejemplo, a 15.000 x g, durante aproximadamente 3-5 horas.
Después de la resuspensién del precipitado de virus en un tampén adecuado, tal como STE (Tris-HCI 0,01 M; NacCl
0,15 M; EDTA 0,0001 M) o suero salino tamponado con fosfato (PBS) a pH 7,4, el virus se concentra mediante
centrifugacion de gradiente de densidad en sacarosa (60 %-12 %) o tartrato de potasio (50 %-10 %). Los gradientes
continuos o escalonados, por ejemplo, un gradiente de sacarosa entre el 12 % y el 60 % en cuatro etapas de 12 %,
son adecuados. Los gradientes se centrifugan a una velocidad y durante un tiempo suficiente para concentrar los
virus en una banda visible para su recuperacién. Como alternativa, y para la mayoria de aplicaciones comerciales a
gran escala, el virus se elutria a partir de gradientes de densidad usando un rotor de centrifugacién zonal que opera
en modo continuo. Se proporcionan detalles adicionales suficientes para orientar a un experto a lo largo de la
preparacion de virus de la gripe 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 y Shafferman (eds) Novel Strategies in Design and Production of
Vaccines pags. 141-151, y en la Patente de Estados Unidos n° 5.690.937. Si se desea, los virus recuperados
pueden almacenarse a -80 °C en presencia de sacarosa-fosfato-glutamato (SPG) como estabilizante.

Métodos y composiciones para la administracion profilactica de vacunas

Los virus recombinantes y reorganizantes descritos en el presente documento pueden administrarse
profilacticamente en un vehiculo o excipiente adecuado para estimular una respuesta inmunitaria especifica para
una o mas cepas del virus de la gripe. Tipicamente, el vehiculo o excipiente es un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable, tal como agua estéril, solucion salina acuosa, soluciones salinas tamponadas
acuosas, soluciones de dextrosa acuosas, soluciones de glicerol acuosas, etanol, fluido alantoico de huevos de
gallina no infectados (es decir, fluido alantoico normal, "NAF") o combinaciones de los mismos. La preparacion de
dichas soluciones asegurando la esterilidad, el pH, la isotonicidad, y la estabilidad se efectia de acuerdo con
protocolos establecidos en la técnica. En general, se selecciona un vehiculo o excipiente para minimizar los efectos
alérgicos y otros no deseados, y para ajustarse a la ruta de administracion particular, por ejemplo, subcutanea,
intramuscular, intranasal, etc.

En general, los virus de la gripe descritos se administran en una cantidad suficiente para estimular una respuesta
inmune especifica para una o mas cepas de virus de la gripe. Preferentemente, la administracion de los virus de la
gripe suscita una respuesta inmune protectora. Las dosificaciones y métodos para provocar una respuesta inmune
protectora contra una o mas cepas de gripe se conocen pos los expertos en la materia. Por ejemplo, los virus de la
gripe inactivados se proporcionan en el intervalo de aproximadamente 1-1000 DIHs (dosis infecciosa en humanos),
es decir, a aproximadamente 10° -10° ufp (unidades formadoras de placa) por dosis administrada. Como alternativa,
se administran aproximadamente 10-50 pg, por ejemplo, aproximadamente 15 pg de HA sin adyuvante,
administrandose dosis menores con un adyuvante. Tipicamente, la dosis se ajustar4 dentro de este intervalo
basandose en, por ejemplo, la edad, estado fisico, peso corporal, sexo, dieta, tiempo de administracion, y otros
factores clinicos. La formulacion de vacuna profildctica se administra por via sistémica, por ejemplo, mediante
inyeccion subcutdnea o intramuscular usando una aguja y una jeringuilla, o un dispositivo de inyeccion sin aguja.
Como alternativa, la formulacion de vacuna se administra por via intranasal, bien en gotas, aerosol de particulas
grandes (mayores de aproximadamente 10 micrometros), o espray en el tracto respiratorio superior. Aunque
cualquiera de las rutas de administracion anteriores da como resultado una respuesta inmunitaria sistémica
protectora, la administracion intranasal confiere el beneficio afiadido de provocar inmunidad mucosal en el sitio de
entrada del virus de la gripe. Para administracion intranasal, se prefieren a menudo vacunas de virus vivo atenuado,
por ejemplo, un virus de la gripe atenuado, adaptado al frio y/o sensible a la temperatura recombinante o
reorganizante. Aunque se prefiere la estimulacion de una respuesta inmune protectora con una sola dosis, pueden
administrarse dosis adicionales mediante la misma ruta o diferentes, para lograr el efecto profilactico deseado.

Como alternativa, puede estimularse una respuesta inmune dirigiéndose ex vivo o in vivo a células dendriticas con
virus de la gripe. Por ejemplo, se exponen células dendriticas en proliferacion a virus en una cantidad suficiente y
durante un periodo de tiempo suficiente como para permitir la captura de los antigenos de la gripe por las células
dendriticas. Entonces se transfieren las células a un sujeto que va a vacunarse mediante métodos de trasplante
intravenoso convencionales.

Opcionalmente, la formulacion para la administracion profilactica de los virus de la gripe, o las subunidades de los
mismos, también contiene uno 0 mas adyuvantes para potenciar la respuesta inmune a los antigenos de la gripe.
Los adyuvantes adecuados incluyen: saponina, geles minerales, tales como hidroxido de aluminio, sustancias
tensioactivas, tales como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, aceite o emulsiones de hidrocarburo,
bacilo Calmette-Guerin (BCG), Corynebacterium parvum, y los adyuvantes sistémicos QS-21 y MF59.

Si se desea, puede efectuarse la administracion profilactica de vacunas de virus de la gripe conjuntamente con la
administracion 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
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(por ejemplo, factor estimulante de colonias (CSF) de granulocitos-macrofagos (GM)); y otras moléculas
inmunoestimuladoras, tales como factor inflamatorio de macréfagos, ligando FIt3, B7.1; B7.2, etc. Las moléculas
inmunoestimuladoras pueden administrarse en la misma formulacion que los virus de la gripe, o pueden
administrarse por separado. Pueden administrarse la proteina o un vector de expresion que codifica la proteina para
producir un efecto inmunoestimulador.

Los vectores descritos en el presente documento que incluyen genoma de gripe pueden emplearse para introducir
acidos nucleicos heterélogos en un organismo hospedador o célula hospedadora, tal como una célula de mamifero,
por ejemplo, células procedentes de un sujeto humano, en combinacién con un vehiculo o excipiente farmacéutico
adecuado, tal como se describe anteriormente. Tipicamente, el acido nucleico heterélogo se inserta en una region
no esencial de un gen o segmento génico, por ejemplo, el gen M del segmento 7. La secuencia polinucleotidica
heteréloga puede codificar un polipéptido o péptido, o un ARN, tal como un ARN antisentido o ribozima. Entonces se
introduce el acido nucleico heterélogo en un hospedador o célula hospedadora produciendo virus recombinantes que
incorporan el acido nucleico heterélogo, y los virus se administran tal como se describe anteriormente.

Como alternativa, puede introducirse y expresarse un vector descrito en el presente documento que incluye un &cido
nucleico heterélogo en células hospedadoras cotransfectando el vector en una célula infectada con un virus de la
gripe. Opcionalmente, las células se devuelven o administran al sujeto, tipicamente al sitio del que se obtuvieron. En
algunas aplicaciones, las células se injertan sobre un tejido, érgano, o sitio de sistema (tal como se ha descrito
anteriormente) de interés, usando procedimientos de transferencia o injerto celular establecidos. Por ejemplo,
pueden administrarse células madre de linaje hematopoyético, tales como células madre de médula 6sea, de sangre
de cordon umbilical, o hematopoyéticas derivadas de sangre periférica a un sujeto usando técnicas de
administracion o transfusion convencionales.

Como alternativa, los virus que comprenden un &cido nucleico heterélogo pueden administrarse a las células de un
sujeto in vivo. Tipicamente, dichos métodos implican la administracion de particulas de vector a una poblacion de
células diana (por ejemplo, células sanguineas, células cutaneas, células hepaticas, células neurales (incluyendo del
cerebro), células renales, células uterinas, células musculares, células intestinales, células de cuello de Utero,
células vaginales, células prostaticas, etc., asi como células tumorales procedentes de una diversidad de células,
tejidos y/u 6rganos. La administracion puede ser bien sistémica, por ejemplo, mediante administracion intravenosa
de particulas virales, o mediante administracion de las particulas virales directamente a un sitio o sitios de interés
mediante una diversidad de métodos, incluyendo inyeccion (por ejemplo, usando una aguja o jeringuilla),
administracion de vacuna sin aguja, administracion topica, o a presion en un tejido, érgano o sitio de la piel. Por
ejemplo, las particulas de vector viral pueden administrarse por inhalacién, por via oral, intravenosa, subcutanea,
subdérmica, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intratecal, mediante administracion vaginal o rectal, o
colocando las particulas virales en una cavidad u otro sitio del organismo, por ejemplo, durante la cirugia.

Los métodos anteriormente descritos son Utiles para tratar terapéutica o profilacticamente una enfermedad o
trastorno introduciendo un vector descrito en el presente documento que comprende un polinucleétido heterélogo
gue codifica un polipéptido (o péptido) o ARN terapéutica o profilacticamente eficaz (por ejemplo, un ARN antisentido
o ribozima) en una poblacion de células diana in vitro, ex vivo o in vivo. Tipicamente, el polinucle6tido que codifica al
polipéptido (o péptido), o ARN de interés se une operativamente a secuencias reguladoras adecuadas, tal como se
describen anteriormente, en las secciones tituladas "Vectores de expresion" y "Elementos de expresion adicionales".
Opcionalmente, se incorpora mas de una secuencia codificante heteréloga en un solo vector o virus. Por ejemplo,
ademas de un polinucledtido que codifica 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 descritos en el presente documento pueden usarse para tratar terapéutica o
profilacticamente una amplia variedad de trastornos, incluyendo trastornos genéticos y adquiridos, por ejemplo,
como vacunas para enfermedades infecciosas, causadas por virus, bacterias, y similares.

Kits

Para facilitar el uso de los vectores y sistemas de vectores descritos en el presente documento, cualquiera de los
vectores, por ejemplo, plasmidos de virus de la gripe consenso, plasmidos de polipéptidos de la gripe variantes,
plasmidos de bibliotecas de polipéptidos de gripe, etc., y componentes adicionales, tales como, tampones, células,
medio de cultivo, Gtil para el empaquetamiento y la infecciébn de virus de la gripe con fines experimentales o
terapéuticos, pueden empaquetarse en forma de kit. Tipicamente, el kit contiene, ademéas de los componentes
anteriores, materiales adicionales que pueden incluir, por ejemplo, instrucciones para efectuar los métodos descritos
en el presente documento, material de envase y un recipiente.

Manipulacién de &cidos nucleicos y proteinas virales

En el contexto descrito en el presente documento, los acidos nucleicos y/o proteinas de la gripe se manipulan de
acuerdo con técnicas de biologia molecular bien conocidas. Se describen protocolos detallados para varios de estos
procedimientos, incluyendo amplificacién, clonacién, mutagénesis, transformaciéon y similares, por ejemplo, en
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Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Biology (complementado a partir del 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, los protocolos para las técnicas de amplificaciéon in vitro, tales como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la reaccion en cadena de la ligasa (LCR), la amplificacion por Q-
replicasa, y otras técnicas mediadas por ARN polimerasa (por ejemplo, NASBA), utiles, por ejemplo, para amplificar
sondas de ADNc descritas en el presente documento, se encuentran en Mullis et al. (1987) Patente de Estados
Unidos 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: 560; Barringer et al. (1990) Gene 89:117, y Sooknanan y Malek (1995) Biotechnology
13:563. Los métodos adicionales, Utiles para clonar acidos nucleicos en el contexto descrito en el presente
documento incluyen Wallace et al. Patente de Estados Unidos n° 5.426.039. Se resumen métodos mejorados para
amplificar &cidos nucleicos grandes mediante PCR en Cheng et al. (1994) Nature 369:684 y las referencias citadas
en el mismo.

Determinados polinucleétidos descritos en el presente documento, por ejemplo, oligonucledtidos, pueden
sintetizarse utilizando diversas estrategias de fase sdlida, incluyendo quimica de acoplamiento de fosforamidita
basada en mononucledtidos y/o trinucleétidos. Por ejemplo, las secuencias de acido nucleico pueden sintetizarse
mediante la adicion secuencial de monémeros y/o trimeros activados a una cadena de polinucle6tido en elongacion.
Véase, por ejemplo, Caruthers, M.H. et al. (1992) Meth Enzymol 211:3.

En lugar de sintetizar las secuencias deseadas, puede solicitarse esencialmente cualquier &cido nucleico segun
especificaciones de cualquiera de una diversidad 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, puede lograrse la sustitucion de restos de aminoacidos seleccionados en los polipéptidos virales mediante,
por ejemplo, mutagénesis de sitio dirigido. Por ejemplo, los polipéptidos virales con sustituciones de aminoacidos
correlacionadas funcionalmente con una caracteristica fenotipica deseable, por ejemplo, un fenotipo atenuado,
adaptacion al frio, sensibilidad a la temperatura, pueden producirse introduciendo mutaciones especificas en un
segmento de &cido nucleico viral que codifica al polipéptido. Los métodos para la mutagénesis de sitio dirigido se
conocen bien en la técnica y se describen, por ejemplo, en Ausubel, Sambrook, y Berger, anteriormente citados. Hay
disponibles comercialmente numerosos kits para llevar a cabo la mutagénesis de sitio dirigido, por ejemplo, el kit de
mutagénesis de sitio dirigido Chameleon (Stratagene, La Jolla), y pueden usarse de acuerdo con las instrucciones
del fabricante para introducir, por ejemplo, una o mas sustituciones de aminoacidos descritas en la Tabla 6 o en la
Tabla 17, en un segmento gendmico que codifica un polipéptido de gripe A o B, respectivamente.

Ejemplos

EJEMPLO 1: CONSTRUCCION DE pAD3000

El plasmido pHW?2000 (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) se modificd para reemplazar las sefiales de poliadenilacién
de la hormona de crecimiento bovino (BGH) con secuencias de sefial de poliadenilacion procedentes del virus de
simio 40 (SV40).

Las secuencias procedentes de SV40 se amplificaron con Taq MasterMix (Qiagen) usando los siguientes
oligonucledtidos, denominados en la direccion 5' a 3" polyA.1:
AACAATTGAGATCTCGGTCACCTCAGACATGATAAGATACATTGATGAGT (SEC 1D Ne: 1) polyA.2:
TATAACTGCAGACTAGTGATATCCTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTA (SEC ID Ne: 2)

Se uso el plasmido pSV2His como molde. Se obtuvo un fragmento coherente con el producto predicho de 175 pb y
se clon6 en pcDNA3.1, usando un vector de clonacién Topo TA (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se corté el fragmento de 138 pb deseado que contenia las sefiales de poliadenilacion de SV40 del
plasmido resultante con EcoRV y BstEll, se aisl6 a partir de un gel de agarosa, y se ligd entre los sitios Unicos Pvull
y BstEll en pHW2000 usando técnicas convencionales (véase, por ejemplo, Ausubel, Berger, Sambrook). El
plasmido resultante, pAD3000 (Figura 1), se secuencid y se hallé que contenia el sitio de poliadenilacién de SV40 en
la orientacion correcta. Los nucle6tidos 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 VDM-A

25



10

15

20

ES 2550 007 T3

Se ha usado cominmente una variante de la cepa de virus de la gripe A adaptada al frio A/AA/6/60 como virus
donante maestro para la produccién de vacunas de gripe A administradas por via nasal. Esta cepa es un virus
donante maestro (VDM) ejemplar en el contexto descrito en el presente documento. Por razones de simplicidad, esta
cepa A/AA/6/60 se denomina en el presente documento VDM-A. ElI ARN viral de VDM-A se extrajo usando el kit
RNeasy mini (Qiagen) y se amplificaron los ocho fragmentos de ADNc correspondientes mediante RT-PCR usando
los cebadores listados en la Tabla 1.

Tablal. Secuencia de los cebadores usados para clonar los ochos segmentos de VDM-A

SEC ID N° Cebador Secuencia (5'-3")
CEBADORES DIRECTOS DE VDM-A
3 Aarl PB2 long | CAC TTA TAT TCA CCT GCC TCA GGG AGC GAA AGC AGG TC
4 BsmBI-PBI TAT TCG TCT CAG GGA GCG AAA GCA GGC AAA
5 BsmBI-PA TAT TCG TCT CAG GGA GCG AAA GCA GGT ACT
6 BsmBI-NP TAT TCG TCT CAG GGA GCA AAA GCA GGG TAG A
7 Aarl HA-long CAC TTA TAT TCA CCT GCC TCA GGG AGC AAA AGC AGG GG
8 BsmBI-NA TAT TCG TCT CAG GGA GCA AAA GCA GGAGTG A
9 BsmBI-M TAT TCG TCT CAG GGA GCA AAAGCA GGTAGAT
10 BsmBI-NS TAT TCG TCT CAG GGA GCA AAA GCA GGG TGA
CEBADORES INVERSOS DE VDM-A
11 Aarl PB2-long | CCT AAC ATA TCA CCT GCC TCG TAT TAG TAG AAACAAGGTCGT TT
12 BsmBI-PB1 ATA TCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAG GCA TTT
13 BsmBI-PA ATA TCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAG GTACTT
14 BsmBI-NP ATA TCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAG GGT ATT
15 Aarl HA-long CCT AAC ATA TCA CCT GCC TCG TAT TAG TAG AAACAAGGG TGT T
16 BsmBI-NA ATA TCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAG GAG TTT
17 BsmBI-M ATA TCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAG GTAGTT
18 BsmBI-NS ATA TCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAG GGT GTT

Con la excepcioén de los segmentos genémicos de la gripe que codifican 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 restriccion BsmB I. Los
fragmentos de ADNc tanto de Aar | como de BsmB | se clonaron entre los dos sitios de BsmB | del vector pAD3000.

El analisis de secuenciacion reveld que todos los fragmentos de ADNc clonados contenian mutaciones respecto de
la secuencia consenso de VDM-A, que se introdujeron igualmente durante las etapas de clonacién. Las mutaciones

halladas en cada segmento génico se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Mutaciones introducidas en los clones de VDM-A en pAD3000

Segmento | Posiciones de mutacion (nt) Cambios de aminoécido

génico

PB2 A954(G/CIT), G1066A, T1580C, T1821C Silente, Gly a Ser, Val a Ala, Silente

PB1 C1117T Arg a detencion

PA G742A, Al1163G, A1615G, T1748C, | Gly a Ser, Asp a Gly, Arg a Gly, Met a Thr, no
C2229del codificante

HA A902C, C1493T Asn a His, Cys a Arg

NP C113A, T1008C Thr a Asn, silente

NA C1422T Pro a Leu

M Al191G Thr a Ala

NS C38T Silente

Todas las mutaciones se corrigieron hacia la secuencia consenso de VDM-A usando un kit de mutagénesis de sitio
dirigido QuikChange (Stratagene) y cebadores oligonucleotidicos sintéticos, tal como se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Cebadores usados para corregir las mutaciones en los clones de VDM-A
HJ67 PB2A954G 5/P/gcaagctgtggaaatatgcaaggc(SEC ID N°: 19)
HJ68 PB2A954G.as | gccttgcatatttccacagcttge (SEC ID N°: 20)
HJ69 PB2G1066A 5/P/gaagtgcttacgggcaatcttcaaac (SEC ID N°; 21)
PB2 HJ70 PB2G1066A.as | gtttgaagattgcccgtaagcacttc (SEC ID N°: 22)
HJ71 PB2T1580A 5/P/cctgaggaggtcagtgaaacac (SEC ID NO: 23)
HJ72 PB2T1580A.as | gtgtttcactgacctcctcagg (SEC ID NO: 24)
HJ73 PB21821C 5/P/gtttgttaggactctattccaac (SEC ID N°: 25)
HJ74 PB21821C.as gttggaatagagtccaacaaac (SEC ID N°: 26)
PB1 HJ75 PB1C1117T gacagtaagctccgaacacaaatac (SEC ID N°: 27)
HJ76 PB1C1117T.as | gtatttgtgttcggagcttcatgc (SEC ID N°: 28)
HJ77 PA-G742A 5/P/cgaaccgaacggctacattgaggg (SEC ID N°: 29)
HJ78 PA-G742A.as ccctcaatgtagecgttecggtteg (SEC ID NO: 30)
HJ79 PA-A1163G 5/P/cagagaaggtagatttgacgactg (SEC ID N°: 31)
HJ80 PA-A1163G.as | cagtcgtcaaagtctaccttctctg (SEC ID N°: 32)
PA HJ81 PA-A1615G 5/P/cactgacccaagacttgagccac (SEC ID N°: 34)
HJ82 PA-A1615G.as | gtggctcaagtcttgggtcagtg (SEC ID NO°: 34)
HJ83 PA-T1748C 5/P/caaagattaaaatgaaatggggaatg (SEC ID N°: 35)
HJ84 PA-T1748C.as | cattccccatttcattttaatctttg (SEC ID N°: 36)
HJ85 PA-C2229 5/P/gtaccttgtttctactaataacccgg (SEC ID N°: 37)
HJ86 PA-C2230.as ccgggttattagtagaaacaaggtac (SEC ID N°: 38)
HJ87 HA-A902C 5/P/ggaacacttgagaactgtgagacc (SEC ID N°: 39)
HA HJ88 HA-A902C.as ggtctcacagttctcaagtgttcc (SEC ID N°: 40)
HJ89 HA-C1493T 5/P/gaattttatcacaaatgtgatgatgaatg (SEC ID N°: 41)
HJ90 HA-C1493T.as | cattcatcatcacatttgtgataaaattc (SEC ID N°: 42)
HJ91 NP-C113A 5/P/gccagaatgcaactgaaatcagagc (SEC ID N°: 43)
NP HJ92 NP-C113A.as gctctgatttcagtttcattctgge (SEC ID NO: 44)
HJ93 NP-T1008C 5/P/ccgaatgagaatccagcacacaag (SEC ID N°: 45)
HJ94 NP-T1008C.as | cttgtgtgctggattctcattcgg (SEC ID NO: 46)
HJ95 NA-C1422T catcaatttcatgcctatataagctttc (SEC ID N°: 47)
NS HJ96 NA-C1422T.as | gaaagcttatataggcatgaaattgatg (SEC ID N°: 48)
HJ97 NS-C38T cataatggatcctaacactgtgtcaagc (SEC ID N°: 49)
HJ98 NS-C38T.as gcttgacacagtgttaggatccattatg (SEC ID N°: 50)
PA HJ99 PA6C375T ggagaatagattcatcgagattggag (SEC ID N°: 51)
HJ100 PA6C375T.as ctccaatctcgatgaatctattctcc (SEC ID NO: 52)

EJEMPLO 3: GENERACION DE VIRUS DE LA GRIPE VDM-A RECOMBINANTE Y REORGANIZADO
INFECCIOSO

Se mantuvieron células de rifion canino Madin-Darby (MDCK) y células COS7 humanas en medio Eagle modificado
(MEM) que contenia suero fetal bovino (FBS) al 10%. Se mantuvieron células embrionarias de rifién humano (293T)
en Opti-MEM | (Life Technologies) que contenia FBS al 5%. Se cocultivaron células MDCK y COS7 o 293T en
placas de 6 pocillos a una relacion 1:1 y se usaron las células para transfeccion a una confluencia de
aproximadamente el 80%. Las células 293T y COS7 tienen una elevada eficacia de la transfeccién, pero no son
permisivas para la replicacion del virus de la gripe. El cultivo conjunto con células MDCK asegura una replicacion
eficiente de los virus recombinantes. Antes de la transfeccion, se reemplazaron los medios que contenian suero con
medio sin suero (Opti-MEM 1) y se incubaron durante 4-6 horas. La transfeccion del ADN de plasmido se efectud
usando TransIT-LT1 1 (Mirus) mezclando 1 pg de cada uno de los 8 ADN plasmidicos (PB2, PB1, PA, NP, M, NS,
HA y NA) con 20 pl de TransIT-LT1 diluido en 160 pl de Opti-MEM | en un volumen total de 200 pl. Las mezclas de
ADN:reactivo de transfeccion se incubaron a temperatura ambiente durante 45 min seguido de la adicion de 800 pl
de Opti-MEM I. Entonces se afadi6 la mezcla de transfeccion a las células MDCK/293T o MDCK/COS?7 cultivadas
conjuntamente. Las células transfectadas se incubaron a 35 °C o 33 °C durante entre 6 horas y 24 horas, por
ejemplo, durante toda la noche, y la mezcla de transfeccién se reemplazé con 1 ml de Opti-MEM | en cada pocillo.
Después de la incubaciéon a 35 °C o 33 °C durante 24 horas, se afiadié a cada pocillo 1ml de Opti-MEM | que
contenia TPCK-tripsina 1ug/ml y se incubd durante 12 horas adicionales. El virus recuperado se amplificé entonces
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en células MDCK confluentes o se amplificé directamente en huevos de gallina embrionados. Las células MDCK en
placa de 12 pocillos se infectaron con 0,2 ml de la mezcla de transfeccion durante 1 hora a temperatura ambiente, se
retir6 la mezcla y se reemplazé con 2 ml de Opti-MEM | que contenia TPCK-tripsina 1pg/ml. Las células se
incubaron a 35 °C o 33 °C durante 3-4 dias. Los virus amplificados se almacenaron a -80°C en presencia de
estabilizante de SPG o se purificaron en placa y se amplificaron en células MDCK o en huevos de gallina
embrionados.

Expresién funcional de proteinas polimerasas de VDM-A

La actividad funcional de las cuatro proteinas polimerasas de VDM-A, PB2, PB1, PA y NP, se analiz6 respecto de su
capacidad para replicar un minigenoma de virus de la gripe que codificaba 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
contenia los ADNc de la cepa A/PR/8/34 (HIN1) y un minigenoma viral que contenia un gen indicador que
codificaba proteina verde fluorescente (EGFP, pHW72-EGFP).

Se transfectaron PB1, PB2, PA y NP o PB1, PA, NP (-PB2 como control negativo) de VDM-A en las células
MDCK/293T cultivadas conjuntamente junto con un pladsmido que representaba un minigenoma de EGFP de virus de
la gripe 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). Las células transfectadas se observaron
en un microscopio de contraste de fase o en un microscopio de fluorescencia a las 48 horas después de las
transfeccion. Como alternativa, puede emplearse citometria de flujo para detectar la expresion de EGFP.

Tal como se muestra en la Figura 2, la fluorescencia verde, que indica la expresion del minigenoma de EGFP se
observé en las células transfectadas con PB2, PB1, PA y NP de VDM-A, pero no en las células transfectadas con
solo tres proteinas polimerasas. Esto indico que las proteinas polimerasas de VDM-A en pAD3000 eran funcionales.

En otros ensayos se usa un minigenoma que incluye el gen de cloranfenicol acetil transferasa (CAT), denominado
pFlu-CAT para medir la actividad de polimerasa. En dicho ensayo, la expresién de CAT se mide a nivel de proteina
(por ejemplo, mediante ELISA) o de ARN, como indicador de la replicacion del minigenoma.

Andlisis de los plasmidos de VDM-A mediante experimento reorganizante de un solo gen

Se demostr6 que cada uno de los 8 segmentos génicos de VDM-A clonados en pAD3000 se expresaba
funcionalmente en un experimento reorganizante cotransfectando un solo segmento génico de VDM-A junto con los
siete segmentos complementarios de la cepa de control A/PR/8/34. Todos los pladsmidos de segmento gendmico
individual en combinacién con segmentos de control complementarios generaron virus reorganizantes infecciosos,
gue causaron efectos citopaticos en células MDCK infectadas, lo que indica que todos los ocho plasmidos codifican
proteinas de VDM-A funcionales. Tabla 4.

Tabla 4. Recuperacion de reorganizantes 7+1 mediante plasmidos
Segmento génico de | PB2 PB1 PA NP
virus
1 PMDV-A-PB2 pHW191-PB2 pHW191-PB2 pHW191-PB2
2 PHW192-PB1 pMDV-A-PB1 pHW192-PB1 pHW192-PB1
3 PHW193-PA pHW193-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 de | M NS HA NA
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 PHW 194-HA pHW194-HA pMDV-A-HA pHW194-HA
8 PHW-196-NA pHW-196-NA pHW-196-NA pMDV-A-NA
CPE (+) (+) (+) (+)
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Para determinar adicionalmente las restricciones de empaquetamiento del virus dela gripe A, se separé el segmento
NS en dos segmentos génicos separados: uno que codificaba el segmento genémico NS1 y el otro codificando el
segmento genémico NS2. Los nueve plasmidos que incorporaban los segmentos genémicos de la gripe A se
transfectaron en células MDCK/COS tal como se describe anteriormente, y los virus recombinantes se amplificaron
en huevos de gallina embrionados antes de su titulacion en células MDCK. Se observé un tamafio de placas
reducido para el sistema de nueve plasmidos en comparacion con el sistema de ocho plasmidos descrito
anteriormente. El analisis mediante RT-PCR demostré que solo estaba presente el segmento NS2 en los viriones, y
gue no estaba empaquetado el segmento génico NS1.

Recuperaciéon de VDM-A vy virus reorganizantes 6:2

Siguiendo los procedimientos descritos anteriormente, tres dias después de la transfeccion bien con los 8 plasmidos
de VDM-A (recombinantes), o con los plasmidos que incorporaban los 6 genes internos de VDM-A, y HA y NA
procedentes de A/PR/8/34 (reorganizante 6:2), se usaron los sobrenadantes de cultivo para infectar nuevas células
MDCK, y las células infectadas se incubaron a 33°C durante tres dias en presencia de 1ug/ml de TPCK-tripsina. Se
observo el efecto citoplasmico del virus recombinante en células MDCK usando un microscopio. La expresion de
hemaglutinina viral se control6 usando un ensayo de hemaglutinina (HA) convencional. Los ensayos de HA se
efectuaron mezclando 50 pl de sobrenadantes de cultivo diluidos en serie 2 veces con 50 pl de glébulos rojos
sanguineos de gallina al 1% en placas de 96 pocillos. Se detecté un titulo de HA de aproximadamente 1:254-1:1024
para los virus amplificados procedentes bien de los 8 plasmidos de VDM-A transfectados, o del virus reorganizante
6:2. La reaccion de transfeccion que usa los 8 plasmidos de A/PR/8/34 obtenida del Dr. E. Hoffman se us6é como
control positivo. Se produjeron virus de la gripe infecciosos a partir de estas tres reacciones de transfeccion, segin
se indica en la Tabla 5.

Tabla 5. Plasmidos usados para la recuperacion de A/PR/8/34, VDM-A y reorganizante 6:2

Segmento génico de | A/PR/8/34 (H1N1) rVDM-A(H2N2) reorganizante 6:2

virus

1 pHW191-PB2 (AD731) pMDV-A-PB2 n°2 (AD760) | pMDV-A-PB2 n°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)

pHW195-NP (AD735) pMDV-A-NP n° 1 (AD757) | pMDV-A-NP no 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 n° 4 (AD759) | pHW196-NA (AD736)

CPE + + +

Se llevd a cabo RT-PCR para mapear los genotipos de los virus recuperados. Se aislé el ARN viral a partir del
sobrenadante de cultivo celular infectado usando el kit RNeasy mini (Qiagen) y se amplificaron los ocho segmentos
génicos del virus de la gripe mediante RT-PCR usando cebadores especificos para cada segmento génico de VDM-
Ay cebadores especificos de H1 y N1. Tal como se muestra en la Figura 3, rVDM-A contenia PB2, PB1, NP, PA, M
y NS que eran especificos para VDM-A y HA y NA especificos para el subtipo H2 y N2. El reorganizante 6:2
contenia los 6 genes internos procedentes de VDM-A, y las HA y NA procedentes de A/PR/8/34 (H1N1). Esto
confirmo que los virus generados a partir de los plasmidos transfectados tenian los genotipos correctos.

Los virus rescatados se titularon mediante ensayo en placa en células MDCK y se confirmé que las placas eran de
virus de la gripe mediante inmunotincion usando suero de pollo provocado contra VDM-A. Se infectaron células
MDCK a un 100% de confluencia en placas de 12 pocillos con 100 pl de virus diluido en serie 10 veces a TA durante
1 hora con agitacion suave. Se retir6 el inéculo y se recubrieron las células con L15 1X que contenia agarosa al 0,8
% y TPCK-tripsina 1pg/ml. Las placas se incubaron a 35°C 0 33°C durante tres dias, se fijaron con metanol al 100%,
se bloquearon con leche al 5% en PBS, y se incubaron con antisuero anti-VDM-A de pollo diluido a 1:2000 durante 1
hora seguido de incubacion con IgG de conejo anti-pollo conjugada a HRP durante 1 h. Las placas se visualizaron
mediante la adicion de la soluciéon de sustrato de HRP (DAKO). Todos los virus recuperados mostraron una
inmunotincion positiva.

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

La cepa de vacuna del virus de la gripe VDM-A tiene varios fenotipos relevantes para la produccion de vacunas, por
ejemplo, vacunas vivas atenuadas: adaptacion al frio (ca), sensibilidad a la temperatura (ts) y atenuacion (att). La
comparacion de secuencia de la cepa VDM-A con la cepa A/AA/6/60 wt virulenta no-ts revelé diferencias minimas de
17 nucleétidos entre estas dos cepas (Tabla 6). Varios de los cambios en la secuencia de VDM-A son Unicos para
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esta cepa en comparacion con todos los virus de la gripe de tipo A disponibles en la base de datos de GenBank, lo
gue sugiere que una o mas de estas sustituciones de aminoacidos esta relacionada funcionalmente con el fenotipo
(o los fenotipos) att, ca y ts. El cambio de un solo aminoacido en PB2%! fue la Unica posicion de nucleétido que se
habia comunicado previamente como determinante en el fenotipo ts de VDM-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).

Para determinar con precision las sustituciones minimas implicadas en los fenotipos de VDM-A, se cambiaron
individualmente los nucleétidos en el clon de VDM-A que diferian de A/AA/6/60 de wt por aquellos de A/AA/6/60 de
wt (es decir, "se revirtieron"). Cada segmento génico revertido se introdujo entonces en células hospedadoras en
combinacién con segmentos complementarios de VDM-A para recuperar los reorganizantes de un solo gen.
Ademas, el segmento génico revertido y el segmento correspondiente de VDM-A también pueden transfectarse en
combinacién con segmentos procedentes de otras cepas de tipo silvestre, 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 plasmido de VDM-A
recombinante descrito anteriormente, se llevo a cabo mutagénesis de sitio dirigido para modificar adicionalmente los
seis genes internos para producir un reorganizante no-ts. Se introdujeron un total de 15 mutaciones de sustitucion de
nucleétidos en los seis plasmidos de VDM-A para representar el genoma de tipo silvestre de A/AA/6/60 (rWt, Flu064)
tal como se lista en la Tabla 6. Se mantuvieron y transfectaron células de rifion canino Madin-Darby (MDCK) y
células COS-7 tal como se describe anteriormente. El virus recuperado se paso6 en células MDCK una vez, seguido
de amplificacion en las cavidades alantoicas de huevos de pollo embrionados. La transfeccion y el crecimiento de
virus en MDCK y huevos se llevaron a cabo a 33 °C, una temperatura permisiva para virus tanto ca como wt para
minimizar cualquier presion selectiva de temperatura. El genotipo del virus se confirm6é mediante andlisis de
secuencia de fragmentos de ADNc amplificados a partir de ARN viral.

Tabla 6. Comparacion de secuencias de A/AA/6/60 "wt" y VDM-A

Segmento de ARN Posicion de base | E10SE2 VDM-A WT (Flu044)
(aminoacido)
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 Cc
PA 20 T C T
1861 (613) A (Lys) G (Glu) G
2167/8 (715) TT (Leu) CC (Pro) 1T
NP 146 (34) A (Asp) G (Gly) G
1550 'BA' 'BA' 'BA'
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 rVDM-A y rWt. Las palabras en negrita (15) son los
cambios entre rVDM-A 'y rWt.

Las caracteristicas fenotipicas se determinaron mediante procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, tal
como se han descrito anteriormente en la Patente de Estados Unidos 6.322.967 de Parkin titulada "Recombinant
tryptophan mutants of influenza," que se incorpora al presente documento en su totalidad. En resumen, la
sensibilidad a la temperatura de los virus recombinantes se determiné mediante ensayo en placa en células MDCK a
33, 38y 39 °C. Se infectaron las 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 inéculos y se reemplazaron con L15/MEM
1x que contenia agarosa al 1% y TPCK-tripsina 1 pg/ml. Las células infectadas se incubaron a 33 °C en una
incubadora de CO; o en contenedores estancos al agua que contenian CO> al 5% sumergidos en bafios de agua
mantenidos a 38 + 0,1 °C 0 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). Después de tres
dias de incubacién, se inmunotifieron las monocapas usando anticuerpos policlonales de pollo anti-VDM y se
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numeraron las placas. Se compararon los recuentos de placas a cada una de las temperaturas para evaluar el
fenotipo ts de cada virus y se llevé a cabo cada ensayo un minimo de tres veces. La temperatura de extincion se
definié como la temperatura mas baja que tenia una reduccion del titulo de 100 veces o mayor en comparacion a 33
°C

El virus infeccioso obtenido a partir de las células COS-7/MDCK cultivadas conjuntamente con los ocho plasmidos
(pPMDV-PB2, pMDV-PB1, pMDV-PA, pMDV-NP, pMDV-HA, pMDV-NA, pMDV-M, y pMDV-NS) se amplificé en
huevos embrionados de gallina, y se demostr6 que mostraban el fenotipo ts caracteristico de VDM-A no
recombinante de procedencia biolégica (Tabla 7). Ni VDM-A ni rVDM-A formaron placas distinguibles a 39 °C,
aunque ambos formaron placas facilmente visualizables a 33 °C.

Tabla 7. Replicacién de reorganizantes de VDM/Wt a diversas temperaturas

Virus con genes | 33 °C 38°C 33°C/38 °C 39°C 33°C/39 °C
Wt

VDM 8,91 6,10 2,82 <4,0 >4,91
rVDM-A 8,72 6,19 2,53 <4,0 >4,72
Wt (E10SE2) 8,86 8,87 -0,01 8,87 -0,01
'WT (Flu064) 9,02 9,07 -0,05 8,96 0,06
Wt-PB2 8,46 7,87 0,59 5,80* 2,66
Wt-PB1 8,92 8,74 0,18 7,86* 1,06
Wt-NP 8,40 7,24 1,15 <4,0 >4,40
Wt-PA 8,57 6,10 2,48 <4,0 >4,57
Wt-M 8,80 6,68 2,12 <4,0 >4,80
Wt-NS 8,72 6,10 2,62 <4,0 >4,72
Wt-PB1/PB2 8,94 8,89 0,05 8,10* 0,85
Wit- 8,52 8,38 0,14 8,41 0,1
PB1/PB2/NP

*Indica reduccion en el tamafio de la placa en comparacién con rwit.

TEl subrayado indica que no se detectaron placas a una dilucién en serie de 10*

Para efectuar un analisis sistematico y detallado de la base genética del fenotipo ts de VDM-A, se utilizaron para la
comparacion las secuencias de varias cepas no-ts, no-att de wt de A/AA/6/60 con diferencias de 17-48 nucledtidos
respecto de A/AA/6/60 de ca, incluyendo el aislado altamente relacionado, A/AA/6/60 EI0SE2 de wt. Existen un total
de 19 diferencias de nucleotidos entre EI0SE2 y VDM-A (Tabla 6). Se demostré que E10SE2 era no-ts (Tabla 7) y
no-att en hurones. Para generar un virus recombinante no-ts, se alteraron los pladsmidos de VDM-A mediante
mutagénesis de sitio dirigido para incorporar 15 de las 19 diferencias que representaban 10 cambios de
aminoacidos. Cuatro de las posiciones de nucleétidos, PB2-1182, 1212, PB1-123, y NP-1550, que diferian entre
VDM-A y E10SE2 no se alteraron respecto de la secuencia de VDM-A, ya que estos nucleétidos se observaron en
otros aislados no-ts de A/AA/6/60 y, por lo tanto, no se esperaba que tuviesen un papel en la expresién del fenotipo
ts (Herlocher et al. (1996) Sequence comparisons of A/AA/6/60 influenza viruses: mutations which may contribute to
attenuation. Virus Research 42:11-25). El virus recombinante (rWt, Flu064), que codificaba los 15 cambios de
nucleétidos, se obtuvo de las células COS-7/MDCK cultivadas conjuntamente transfectadas con un conjunto de 8
pldsmidos, pWt-PB2, pWt-PB1, pWt-PA, pWt-NP, pWt-M, pWt-NS, pMDV-HA, y pMDV-NA. El andlisis de
secuenciacion indicé que rWt contenia los cambios genéticos designados y era no-ts a 39 °C, idéntico al A/AA/6/60
de wt de procedencia biolégica. Estas observaciones demostraron que el fenotipo ts se mapeaba a un subconjunto
de estos 15 cambios de nucleétidos.

Contribucién de los seis segmentos con sentido internos al fenotipo ts del virus

Se evalud el efecto de cada segmento génico de wt en el fenotipo ts de VDM-A creando reorganizantes de un solo
gen recombinantes (Tabla 7). La introduccién de PB2 de wt en rVDM-A dio como resultado un virus que solo era no-
ts a 38 °C; sin embargo, siguid siendo ts a 39 °C. La reduccion en el titulo de virus a 38°C y 39 °C (en relacién a 33
°C) fue de 0,6 logio Yy 2,7 logio, respectivamente, medido mediante ensayo de placa en células MDCK. El
reorganizante que contenia el segmento génico de PB1 de wt era no-ts, respecto de su capacidad para formar
placas tanto a 38 como a 39°C. El tamafio de la placa de este recombinante, sin embargo, se vio influenciado por el
aumento de la temperatura y se redujo significativamente a 39°C en comparacion con rWt. La introduccion del
segmento génico de NP de wt en rVDM-A dio como resultado un virus que también era no-ts a 38 °C, pero a
diferencia del recombinante de PB2 de wt, el virus que contenia el segmento génico de NP de ts no formé placas a
39 °C. La introduccion de segmentos génicos de PA, M o NS de wt de manera independiente en rVDM-A no alterd el
fenotipo ts, lo que indica que estos tres segmentos génicos tenian un papel minimo en el mantenimiento de este
fenotipo.
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Debido a que ni PB1 de wt, PB2 de wt o NP de wt expresados individualmente en el origen de VDM-A pudieron crear
una placa de manera eficiente y perfiles de tamafo de placa idénticos a rWT no-ts, estos segmentos génicos se
introdujeron en VDM-A en varias combinaciones. La combinacion de PB1 de wt y PB2 de wt dio como resultado un
virus que era no-ts tanto a 38 como a 39 °C (Tabla 7). Aunque el tamafio de la placa era mayor que el de cualquiera
de los reorganizantes de un solo gen, fue significativamente menor que el de rWt. La combinacion triple de
PB1/PB2/NP de wt en rVDM-A dio como resultado un virus que era similar o idéntico a rwWT en cuanto a su eficiencia
y tamafio de placa a 39 °C. Por lo tanto, mientras que los segmentos génicos de PB2, PB1 y NP DE wt solo
revirtieron parcialmente el fenotipo ts cuando se introdujeron individualmente, la combinacion de los tres segmentos
génicos de wt fue capaz de revertir completamente el fenotipo ts a un comportamiento no-ts idéntico al de rwit.

Para determinar si estos 3 segmentos génicos eran capaces de impartir el fenotipo ts caracteristico de VDM-A a rWh,
se introdujeron los seis segmentos génicos internos procedentes de VDM-A en rWt de manera individual o en
combinacién. La introduccion de los segmentos génicos PB1, PB2, o NP individualmente en rWt dio como resultado
una reduccién del titulo de virus a 38 °C y una reduccion mayor a 39 °C, sin embargo, ninguno de estos
reorganizantes de un solo gen estaba tan restringido a alta temperatura como rVDM-A (Figura 10). Los segmentos
génicos PA, M y NS procedentes de VDM-A no influenciaron el fenotipo no-ts de rwt. De manera consistente con los
reorganizantes anteriores, se demostr6 que la introduccion de ambos genes PB1 y PB2 de VDM-A en la estructura
de rWt aumenté en gran medida el fenotipo ts del virus a 38 °C; sin embargo, la reversion completa del fenotipo ts
del virus requirié la adicién del gen NP. Por lo tanto, los segmentos génicos de PB1, PB2 y NP procedentes de VDM-
A fueron importantes para conferir el fenotipo ts completo.

Mapeo del locus genético que determind el fenotipo ts de VDM-A.

Se abordaron sisteméticamente las diferencias especificas entre los segmentos génicos PB1, PB2 y NP de rwt y
rVDM-A para identificar aquellos cambios que desempefiaron un papel significativo en el fenotipo ts. El gen NP de
rVDM-A difiri6 de NP de rWt solo en el nucleétido 146 (G34D, Tabla 6). El gen de PB2 de rVDM-A difirié del de rwt
en tres sitios, pero solo el nucleétido 821 dio como resultado un cambio de aminoacido (N265S, Tabla 6) y
representd probablemente el locus de ts localizado en el segmento génico de PB2. El gen de PB1 de VDM-A difirié
de PB1 de wt en 6 posiciones de nucledtidos, de las cuales 4 fueron cambios codificantes (Tabla 6). Se sustituy6
cada una de las sustituciones de resto de aminoacido de wt individualmente en el segmento génico de PB1 de
rVDM-A para evaluar su papel en el fenotipo ts. 1395G (Glu-457) y 2005G (Ala) no afectaron al fenotipo ts de VDM-
A. 1195A (Lys-391) y 1766A (Glu-581) dieron cada una 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 fueron probablemente los
locus de ts en el segmento génico de PB1. Sin embargo, la combinacion tanto de 1195A como de 1766A no produjo
un fenotipo ts similar al de PB1 de wt (Tabla 6). La adicibn de 2005G pero no de 1395A a PB1-1195A/1766A
disminuyé adicionalmente el fenotipo ts del virus a 39 °C, demostrando que 2005A tenia también un papel en la
expresion del fenotipo ts especificada por el segmento PB1 de VDM-A.

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

Virus con secuencia wt 33°C 38°C 33 °C/ 38 °C 39°C 33°C/39 °C
|Oglo UFP/ml

rVDM-A 8,67 6,00 2,67 <$QT >4.67
rwt 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
PB1-1195A1395G1766A 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 la placa en comparacion con rwih. .
El subrayado indica que no se detectaron placas a una dilucién en serie de 10™.

Se introdujeron entonces mutaciones individuales de PB1 junto con PB2 de wt y NP de wt en rVDM-A. Los
reorganizantes de PB2/NP de wt y rVDM-A fueron no-ts a 38 °C y tenian una reduccion de titulo de 1,25 logio a 39
°C pero su tamafio de placa estaba muy reducido en comparacién con rWt. La adicion de PB1-1195A o 1766A no
cambié significativamente el fenotipo del reorganizante de PB2/NP de wt. Solo la combinacién de PB 1-1195A y
1766A, junto con un PB2 de wt y NP de wt, dio como resultado un virus que tenia el mismo fenotipo no-ts que
PB1/PB2/NP de wt y el reorganizante rVDM-A (Tabla 8). La adicién de PB1-1395G o0 2005G a PB1-1766/PB2/NP de
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et no convirtié al virus a un fenotipo no-ts caracteristico de rwt. Estos datos, por lo tanto, demostraron que los cuatro
aminoacidos distribuidos en los tres genes PB1, PB2 y NP podian revertir por completo el fenotipo ts de MDV-A.

Restriccion de células hospedadoras de VDM-A y virus reorganizantes

Ademas de los fenotipos de sensibilidad a la temperatura y atenuaciéon mostrados por el virus VDM-A vy virus
reorganizantes con uno o mas segmentos procedentes de VDM-A tal como se han descrito anteriormente, el virus
VDM-A mostro restriccion de célula hospedadora tal como se indicé por el crecimiento reducido en células Per.C6 en
relacién al crecimiento en células MDCK. Los virus VDM-A y reorganizantes con segmentos PB1 y PB2 procedentes
de VDM-A mostraron un crecimiento significativamente reducido en células Per.C6 en relacién a su crecimiento en
células MDCK, tal como se muestra en la Figura 20A y B.

Disefio por ingenieria genética de una cepa de virus sensible a la temperatura y atenuada

Para determinar si los cinco aminoé&cidos identificados en los segmentos génicos PB1, PB2 y NP de VDM-A podrian
reproducir los fenotipos ts y att de VDM-A, se introdujeron PB1-391E, 581G, 661T, PB2-265S y NP-34G en una cepa
de virus de tipo silvestre divergente (A/PR/8/34; "PR8"), y el virus resultante mostré una reduccién del titulo de virus
de 1,9 logio a 38 °C y una reduccion de 4,6 logie a 39 °C, que fue muy similar a la de rVDM-A (Figura 11).

La comparacion de secuencia entre los genes PB1, PB2 y NP de A/AA/6/60 ca (VDM-A) y A/PR/8/34 revel6 que los
cuatro aminoacidos sustituidos identificados en los genes de PB1 y PB2 de VDM-A son Gnicos. NP** esta
conservado entre VDM-A y PR8. Por lo tanto, los tres sitios de ts, PB1**! (K391E), PB1*®" (E581G) y PB1°%®
(A661T), identificados en el gen PB1 de VDM-A se introdujeron en PB1 de A/PR/8/34 y PB2%*° (N265S) se introdujo
en PB2 de A/PR/8/34 mediante mutagénesis de sitio dirigido. Las mutaciones introducidas en los genes PB1 y PB2
se verificaron mediante andlisis de secuenciacion. Los pares de cebadores usados para la reaccién de mutagénesis
se listan en la Tabla 9. Estos virus se muestran esquematicamente en la Figura 16.

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

HJ240 PR8-PB1A1195G 5' GAAAGAAGATTGAAGAAATCCGACCGCTC (SEC ID Ne: 79)
HJ241 PR8-PB1A1195G.as 5' GAGCGGTCGGATTTCTTCAATCTTCTTTC (SEC ID N°: 80)

HJ242 PR8-PB1A1766G 5' GAAATAAAGAAACTGTGGGGGCAAACCCGTTCC (SEC ID Ne: 81)
HJ243 PR8-PB1A1766G.as 5 GGAACGGGTTTGCCCCCACAGTTTCTTTATTTC (SEC ID N°: 82)
HJ244 PR8-PB1G2005A 5' GTATGATGCTGTTACAACAACACACTC C (SEC ID N°: 83)

HJ245 PR8-PB1G2005A.as 5 GGAGTGTGTTGTTGTAACAGCATCATAC (SEC ID N°: 84)

HJ246 PR8-PB2A821G 5" ATTGCTGCTAGGAGCATAGTGAGAAGAGC (SEC ID Ne: 85)
HJ247 PR8-PB2A821G.as 5 GCTCTTCTCACTATGCTCCTAGCAGCAAT (SEC ID N°: 86)

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

En resumen, se transfectaron células Hep-2 con 1 pg de cada uno de PB1, PB2, PA, NP y minigenoma de pFlu-CAT
mediante lipofectamina 2000 (Invitrogen). Después de una incubacion durante toda la noche (aproximadamente 18
horas) a 33 °C o0 39 °C, se analizaron los extractos celulares respecto de la expresion de proteina CAT mediante el
kit de ELISA para CAT (Roche Bioscience). Se midio el nivel de ARNm de CAT mediante ensayo de extensiéon de
cebador. A las 48 horas después de la transfeccion, se extrajo el ARN celular total mediante reactivo TRIzol
(Invitrogen) y se mezclé 1/3 del ARN con un exceso de cebador de ADN (5'-ATGTTCTTTACGATGCGATTGGG
(SEC ID N°: 89) marcado en su extremo 5' con [r-32P]-ATP y T4 polinucledtido cinasa en 6l de agua. Después de
desnaturalizar a 95 °C durante 3 min, se llevé a cabo la extension de cebador después de la adicion de 50 U de
transcriptasa inversa superscript (Invitrogen) en el tampdn de reaccion proporcionado con la enzima que contenia
0,5 mM de dNTP durante 1 hora a 42 °C. Los productos de transcripcion se analizaron en geles de poliacrilamida al
6% que contenian urea 8 M en tampon TBE y se detectaron mediante autorradiografia.

Tal como se muestra en la Fig. 12A y B, el gen PB1 que portaba las tres sustituciones de aminoacidos (PR8-3s),
PB1%' (K391E), PB1°® (E581G) y PB1°®! (A661T), tenian actividad reducida a 33°C en comparacién con el control
de PR8. Se observo una reduccién mayor en la expresion de proteina CAT (Fig. 12A) para este mutante a 39 °C,
indicando que el gen PB1 con los tres sitios de VDM-A ts introducidos mostrd una replicacion sensible a la
temperatura en este ensayo in vitro. La introduccién de PB2%%° (N265S) en PR8 tuvo un efecto muy pequefio en su
actividad a temperaturas tanto permisivas (33 °C) como no permisivas (39 °C). La combinacién tanto de PB1-3s
como de PB2-1s dio como resultado una reduccion mayor en la actividad de proteina (PR8-4s), que pareci6 ser
incluso mas ts que VDM-A. Tal como se esperaba, se detecté una actividad de bajo nivel (15%) en células
transfectadas con los genes PB1, PB2, PA, NP procedentes de VDM-A a 39 °C en comparacion con A/AA/6/60 de wt
(wt A/AA).
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Los virus mutantes de PR8 se generaron y recuperaron tal como se describié anteriormente. En resumen, se
transfectaron células COS-7 y MDCK cultivadas conjuntamente con ocho plasmidos que codificaban los genes HA,
NA, PB1, PB2, PA, NP, My NS de PRS8 procedentes de PR8. Para producir un virus que portaba cuatro locus de ts
(PR8-4s), se usaron PB1-3s que contenia tres cambios en PB1 en las posiciones de nucleétidos 1195 (K391E),
1766 (E581G) y 2005 (A661T) y PB1-1s que contenia un cambio en PB2 en la posicion 821 (N265S). Ademas,
También se recuperaron por separado los virus de PR8 que portaban bien tres mutaciones en PB1 (PR8-3s) o una
mutacion en PB2 (PR8-1s). Estos virus se muestran esquematicamente en la Figura 16. Los cuatro virus PR8
mutantes recombinantes crecieron a titulos muy elevados en huevos embrionados, alcanzando un titulo de 9,0 logio
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 un virus a una
MOI de 5 y se marcaron las células con %5-Trans a las 7 horas después de la infeccion durante 1 hora. Se sometié
el lisado de células marcadas a electroforesis en gel de poliacrilamida al 1,5% que contenia SDS y se
autorradiografi6. La sintesis de proteinas también se estudid mediante transferencia de Western. Las células
infectadas por virus se recogieron a las 8 horas después de la infeccién y se sometieron a electroforesis en un gel de
gradiente al 4-15%. Se sondd la transferencia con anticuerpo anti-M1 o anticuerpo policlonal de pollo anti-VDM-A,
seguido de incubacion con anticuerpo secundario conjugado a HRP. Las bandas de proteinas conjugadas a
anticuerpo se detectaron mediante sistema de deteccién quimioluminiscentes (Invitrogen) seguido de exposicion a
pelicula de rayos X.

Tal como se muestra en la Fig. 19, todos 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 en gran medida en células
infectadas con PR8-3s y PR8-4s. Los andlisis de transferencia de Western también mostraron sintesis de proteinas
reducida en el orden de PR8-4s>PR8-3s>PR8-1s. Por lo tanto, la replicacion reducida de los mutantes de ts era
probablemente el resultado de su replicacién reducida a temperaturas no permisivas.

La sensibilidad a la temperatura de los virus mutantes de PR8 se determindé mediante ensayo en placa en células
MDCK a 33 °C, 37 °C, 38 °C y 39 °C. Los virus recuperados se amplificaron en huevos embrionados y se
introdujeron en células, tal como se describe anteriormente. Después de la incubacion de células infectadas por
virus durante tres dias a las temperaturas indicadas, se inmunotifieron monocapas de células usando anticuerpos
policlonales de pollo anti-VDM y se numeraron las placas. Los recuentos de placas obtenidos a cada una de las
temperaturas se compararon para evaluar el fenotipo ts de cada virus. La temperatura de extincion se definié6 como
la temperatura mas baja que tenia una reduccion del titulo de 100 veces o mayor en comparacion a 33 °C.

Tal como se muestra en la Tabla 10 y en la Fig. 17, todos los mutantes se replicaron bien a 33 °C, aunque se
observé una ligera reduccién en el titulo de virus. A 38 °C, se observo una reduccion significativa en el titulo de virus
para todos los mutantes. A 39 °C, se observo una reduccion del titulo de virus mayor de 4,0 logio para los virus que
portaban los tres locus de ts en el gen PB1 (PR8-3s y PR8-4s). PR8-1s también fue ts a 39 °C. El fenotipo ts de
PR8-4s fue muy similar al de VDM-A, que tuvo una reduccion de 4,6 logio a 39 °C en comparacion con 33 °C.
Aunque los tres mutantes de PR8 no tuvieron una reduccion del titulo de virus mayor de 2,0 logio a 37 °C, su
morfologia de placa fue diferente de la de aquellos a 33 °C. Tal como se muestra en la Fig. 18, el tamafio de la placa
para cada mutante se redujo solo ligeramente a 33 °C en comparacién con PR8. Se observé una reduccion
significativa en el tamafio de placa a 37 °C para PR8-3s y mayor para PR8-4s. PR8-1s no tuvo una reduccién del
tamafio de placa significativa a 37 °C. A 39 °C, solo unas pocas placas de tamafio cuidadosamente seleccionado se
observaron tanto para PR8-3s como para PR8-4s. Se observé un tamafio de placa de aproximadamente un 30% del
de PR8 de wt para PR8-1s.

Tabla 10. Sensibilidad a la temperatura de PR8 con el locus de ts introducido. Titulo viral (logio ufp/ml)

Virus 33°C 37°C 38 °C 39°C
VDM-A 8,6 7,0 6,4 4*
Wt A/AA 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 52
PB8-4s 9,5 7,8 7,1 4,4

Se asigno un titulo de 4,0 cuando no se detect6 virus a 10.000 diluciones.

Se examind la atenuacion de los virus PR8 mutantes en hurones. En resumen, se usaron hurones macho de 9-10
semanas de edad para evaluar la replicacion del virus en el tracto respiratorio de un hospedador animal. Se alojaron
individualmente los hurones y se les inoculd 8,5 logie ufp de virus por via intranasal. Tres dias después de la
infeccion, se sedo a los hurones con ketamina-HCL, se recogieron los pulmones y los cornetes nasales (NT). Los
homogenizados de tejido pulmonar se diluyeron en serie y se titularon en huevos de gallina embrionados de 10 dias
de edad. El titulo de virus (logi0EIDso/ml) en los pulmones se calculé mediante los métodos de Karber. La replicacion
del virus en NT se determind mediante ensayo en placa y se expresé como logio ufp/ml.
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Los niveles de replicacién del virus en pulmones y cornetes nasales se midieron mediante EID50 o ensayos de placa
(Tabla 11). Tres dias después de la infeccion, PR8 se replicd a un nivel de 5,9 logioc EID50/gramo de tejido
pulmonar. Sin embargo, PR8-1s mostré una reduccién en la replicacién de 3,0 logio de pulmones de hurén y se
detecto una replicacién muy baja para PR8-3s. No se detecto replicacion para PR8-4s, que se estudio en dos grupos
de virus infectados con virus obtenidos independientemente. El limite de deteccién de virus en los pulmones de
hurén mediante ensayo de EID50 es de 1,5 logio y por lo tanto, se asigné un titulo de 1,5 logio EID50 para PR8-4s.
Como control, VDM-A no se replicé en pulmones de hurén y A/AA/6/60 de wt se replicé hasta un titulo de 4,4 logo.
La replicacion del virus en los cornetes nasales (NT) se examiné mediante ensayo de placa en células MDCK. PR8
se replico hasta un titulo de 6,6 logie ufp/g en la nariz. Solo se observaron ligeras reducciones en el titulo viral para
PR8-1s y PR8-3s. Se observo una reduccion de 2,2 logio para PR8-4s (A), mientras que se observo una reduccion
de 4,3 logio para PR8-4s (B), que portaba un cambio en el gen PB1 (E390G). La replicacion reducida en gran
medida de PR8.4s (B) se correlaciona bien con su fenotipo ts a 37 °C. En este caso se us6 una dosis infecciosa de
8,5 logio ufp en lugar de la de 7,0 logio ufp que se us6 normalmente para evaluar el fenotipo de atenuacion de
vacunas de la gripe procedentes de VDM-A. Este resultado indic6 que PR8 que portaba los cuatro locus de ts
procedentes de VDM-A estaba atenuado para replicacion en el tracto respiratorio inferior de hurones.

Tabla 11. Replicacién de mutantes de PR8 en hurones
Virus Hurones | Dosis (logio ufp) Titulo de virus en pulmones Titulo de virus en cornetes
(logio EID50/g + DT) nasales (logio/g = DT)

PR8 4 8,5 59+0,3 6,6 +0,1
PR8-1s 4 8,5 38+04 59+0.2
PR8-3s 4 8,5 1,7+£0,1 58+0,3
PR8-4s (A) | 4 8,5 1,5+0,0° 46+0.2
PR8-4s (B)° | 4 8,5 1,5+0,0 23%0,3
VDM-A 4 8,5 15+£0,0 46+0,1
Wt A/AA 4 8,5 44+0,1 54+0,1
no se detect6 virus y se asigné un titulo de 1,5 log1o EID50/g

El virus contiene un cambio adicional en PB1-1193 (E390G)

En los ensayos tanto de ts como de att, el mutante de PR8 mostré fenotipos tanto ts como att que fueron muy
similares a los de VDM-A. Estos datos indican que la introduccion de las sustituciones de aminoacidos Unicas del
VDM-A en una cepa de virus de la gripe divergente da como resultado un virus que muestra los fenotipos sensibles
a la temperatura y atenuados deseables para producir, por ejemplo, vacunas vivas atenuadas. Ademas, el virus PR-
8 ts, att crecid a un titulo elevado, lo que lo hizo adecuado para su uso como virus donante maestro para la
produccién de vacunas de gripe vivas atenuadas o inactivadas. Estos resultados indican que las cinco mutaciones
de VDM-A: PB1-391E, PB1-581G, PB1-661T, PB2-265S, y NP-34G pueden conferir los fenotipos ts y att a cualquier
cepa de gripe A. De manera similar, pueden producirse nuevas cepas B ts y att adecuadas para la produccién de
vacunas introduciendo las mutaciones de la cepa VDM-B en virus de la gripe de cepa B. Ademas de producir
vacunas de virus vivas atenuadas, la introduccion de estas mutaciones en cepas donantes dara lugar a la
produccion de vacunas inactivadas mas seguras.

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

Se extrajo el ARN viral de una variante adaptada al frio de gripe B/Ann Arbor/1/66 (ca/Master Ann Arbor/1/66 P1
Aviron 10/2/97), una cepa donante maestra de gripe B (MDV-B) ejemplar, a partir de 100 pl de fluido alantoico de
huevos embrionados infectados usando el kit RNeasy (Qiagen, Valencia, CA), y se eluy6 el ARN en 40 pl de H»O0.
Se efectud la RT-PCR de los segmentos genémicos usando el kit de RT-PCR One Step (Qiagen, Valencia, CA) de
acuerdo con el protocolo proporcionado, usando 1 pl de ARN extraido para cada reaccion. La reaccién de RT se
llevé a cabo durante 50 min a 50 °C, seguido de 15 min a 94 °C. La PCR se llev6 a cabo durante 25 ciclos a 94 °C
durante 1 min, 54 °C durante 1 min, y 72 °C durante 3 min. Los genes de P se amplificaron usando cebadores
especificos de segmento con sitios de BsmBI que dieron como resultado la generacion de dos fragmentos (Tabla
12).
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Clonacién de plasmidos

Se aislaron fragmentos de PRC, se digirieron con BsmBI (0 Bsal para NP) y se insertaron en pAD3000 (un derivado
de pHW2000 que permite la transcripcion de ARNv de sentido negativo y de ARNm positivo) en el sitio de BsmBI tal
como se ha descrito anteriormente. Se secuenciaron de dos a cuatro de cada plasmido resultante y se compararon
con la secuencia consenso de VDM-B basandose en la secuenciacion directa de los fragmentos de RT-PCR. Se
"repararon” los plasmidos que tenian sustituciones de nucle6tidos que daban como resultado cambios de
aminoacidos diferentes de la secuencia consenso bien mediante clonacién de plasmidos o mediante la utilizacion del
kit Quikchange (Stratagene, La Jolla, CA). Los plasmidos de B/Ann Arbor/1/66 resultantes se denominaron pAB121-
PB1, pAB122-PB2, pAB123-PA, pAB124-HA, pAB125-NP, pAB126-NA, pAB127-M, y pAB128-NS. Usando este
sistema de transcripcion bidireccional se producen intracelularmente todos los ARN y proteinas virales, dando como
resultado la produccién de virus de la gripe B infecciosos (Figura 4).

Cabe destacar que pAB121-PB1 y pAB124-HA tenian 2 sustituciones silentes de nucleétidos y pAB128-NS tenia 1,
en comparacién con la secuencia consenso (Tabla 13). Estos cambios de nucleétidos no dan como resultado
alteraciones de aminoéacidos, y no se prevé que afecten al crecimiento y rescate de virus. Se han mantenido estas
sustituciones silentes para facilitar el genotipado de los virus recombinantes.

Tabla 13. Conjunto de plasmidos gque representa los ocho segmentos de B/Ann Arbor/1/66 (VDM-B)

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

PA PAB123-PA consenso

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

NA PAB126-NA consenso ---

M PAB127-M consenso ---

NS PAB128-NS A416>G416 NS1: silente

Para la construccion de los plasmidos con sustitucion de nucleétidos en los genes PA, NP y M1 se usaron como
moldes los plasmidos pAB123-PA, pAB125-NP y pAB127-M. Los nucleétidos se cambiaron mediante el kit
Quikchange (Stratagene, La Jolla, CA). Como alternativa, se amplificaron dos fragmentos mediante PCR usando
cebadores que contenian las mutaciones deseadas, se digirieron con BsmBl y se insertaron en pAD3000-BsmBl en
una reaccion de ligacién de tres fragmentos. Los plasmidos generados se secuenciaron para asegurar que el ADNc
no contenia mutaciones no deseadas.

La secuencia del ADN molde se determiné usando kits de reaccion listos para secuenciacion de terminadores de
ciclo con colorante rodamina o d-rodamina con ADN polimerasa FS AmpliTag® (Perkin-Elmer, Applied Biosystems,
Inc, Foster City, CA). Las muestras se separaron mediante electroforesis y se analizaron en secuenciadores de ADN
modelo 373, modelo 373 Stretch, o modelo 377 de PE/ABI.

En un experimento separado, se amplificé el ARN viral de gripe B/Yamanashi/166/98 y se clon6é en pAD3000 tal
como se describe anteriormente respecto de la cepa VDM-B, con la excepcion de que la amplificacién se llevo a
cabo 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 amplificacién de los segmentos de la cepa B/Yamanashi/166/98, con la
sustitucion de los siguientes cebadores para la amplificacion de los segmentos de NP y NA: VDM-B 5'BsmBI-NP:
TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCACAGCATTTTCTTGTG (SEC ID N°: 75) vy VDM-B 3'BsmBlI-
NP:ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAACAGCATTTTTTAC (SEC ID Ne: 76) y Bm-NAb-1:
TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCAGAGCA (SEC ID Ne: 77) y Bm-NAb-
1557R:ATATCGTCTCGTATTAGTAGTAACAAGAGCA TTTT (SEC ID Ne°: 78), respectivamente. Los plasmidos de
B/Yamanashi/166/98 se denominaron pAB251-PB1, pAB252-PB2, pAB253-PA, pAB254-HA, pAB255-NP, pAB256-
NA, pAB257-M, y pAB258-NS. Se identificaron tres diferencias de nucleétidos silentes en PA, facilitando el
genotipado de virus recombinante y reorganizante de B/Yamanashi/166/98.

EJEMPLO 6: GENERACION DE VIRUS DE LA GRIPE B RECOMBINANTE Y DE VIRUS DE LA GRIPE
REORGANIZADO INFECCIOSO

Para superar los obstaculos encontrados en el intento de crecer gripe B en un sistema de cultivo libre de virus
auxiliar, la presente divulgacion proporciona nuevos vectores y protocolos para la produccién de virus de la gripe de
cepa B recombinantes y reorganizantes. El sistema de vector usado para el rescate de virus de la gripe B se basa en
el desarrollado para la generacion del virus de la gripe A (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; Hoffmann y Webster
(2000) Unidirectional RNA polymerase I-polymerase Il transcription system for the generation of influenza A virus
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from eight plasmids J Gen Virol 81:2843-7). Se cultivaron conjuntamente células 293T o COS-7 (células de primate
con una alta eficacia de transfeccion y de actividad de poll) con células MDCK (permisivas para el virus de la gripe);
las células 293T se mantuvieron en medio OptiMEM I-AB que contenia FBS al 5%, las células COS-7 se
mantuvieron en medio DMEM I-AB que contenia FBS al 10%. Las células MDCK se mantuvieron en MEM 1x, FBS al
10 % con la adicién de agentes antibidticos y antimicoticos. Antes de la transfeccién con los vectores de genoma
viral, se lavaron las células con 5 ml de PBS o de medio sin FBS. Se afadieron diez ml de tripsina-EDTA a las
células confluentes en un matraz de 75 cm? (las células MDCK se incubaron durante 20-45 min, las células 293T se
incubaron durante 1 min). Las células se centrifugaron, y se resuspendieron en 10 ml de OptiMEM I-AB. Después se
diluyé un ml de cada linea celular suspendida en 18 ml de OptiMEM I-AB, y se mezcld. Después se separaron las
células en alicuotas en una placa de 6 pocillos a 3 mi/pocillo. Después de 6-24 horas, se mezclé 1 pg de cada
plasmido en un tubo Eppendorf de 1,5 ml con OptiMEM I-AB para los plasmidos (x pl de plasmidos + x pl de
OptiMEM |-AB + x pl de TransIT-LT1 = 200 pl); 2 yl de TransIT-LT1 por ug de ADN de plasmido. La mezcla se
incub6 a temperatura ambiente durante 45 min. Después se afiadieron 800 ul de OptiMEM [-AB. Se retiré el medio
de las células, y se afiadié la mezcla de transfeccién a las células (t = 0) a 33 °C durante 6-15 horas. La mezcla de
transfeccién se retir6 lentamente de las células, y se afiadié 1 ml de OptiMEM [-AB, y las células se incubaron a 33
°C durante 24 horas. Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, se afiadio 1 ml de OptiMEM [-AB que
contenia 1 pg/ml de TPCK-tripsina a las células. A las 96 horas después de la transfeccion, se afiadié 1 ml de
OptiMEM I-AB que contenia 1 pg/ml de TPCK-tripsina a las células.

Entre 4 dias y 7 dias después de la transfeccion se extrajo 1 ml del sobrenadante de cultivo celular y se control6
mediante ensayo de HA o de placa. En resumen, se separ6 en alicuotas 1 ml de sobrenadante en un tubo
Eppendorf y se centrifug6 a 5000 rpm durante 5 min. Se transfirieron novecientos pl de sobrenadante a un tubo
nuevo, y se efectuaron diluciones en serie a 500 pl/pocillo a células MDCK (por ejemplo, en placas de 12 pocillos). El
sobrenadante se incub6 con las células durante 1 hora y después se retird y se reemplaz6 con medio de infeccion
(MEM 1x) que contenia 1pg/ml de TPCK-tripsina. Entonces se efectuaron los ensayos de HA o los ensayos de
placa. Por ejemplo, ara los ensayos de placa, se titularon los sobrenadantes en células MDCK que se incubaron con
un recubrimiento de agarosa al 0,8% durante tres dias a 33 °C. Para la infeccion de huevos, se recogi6 el
sobrenadante de células transfectadas a los seis o siete dias después de la transfeccién, se inyectaron 100 pl de las
diluciones de virus en Opti-MEM | a huevos de gallina embrionados de 11 dias de edad a 33 °C. Se determind el
titulo tres dias después de la inoculacion mediante ensayo de TCIDso en células MDCK.

Para generar VDM-B, se transfectaron células 293T-MDCK o COS-7-MDCK cultivadas conjuntamente con 1 pg de
cada plasmido. Cuando se examinaron a los 5 a 7 dias después de la transfeccion, las células MDCK cultivadas
conjuntamente mostraron efectos citopéaticos (CPE), indicando la generacion de virus VDM-B infeccioso a partir del
ADNCc clonado. No se observaron CPE en las células transfectadas con siete plasmidos (Tabla 14). Para determinar
la eficacia del sistema de transfeccién de ADN para la generacién de virus, se titularon los sobrenadantes de células
siete dias después de la transfeccion en células MDCK y se determind el titulo de virus mediante ensayo de placa.
El titulo de virus del sobrenadante de células 293T-MDCK cultivadas conjuntamente fue de 5,0 x 10° ufp/ml u de 7,6
x 10° ufp/ml en células COS7-MDCK.

Tabla 14. Generacion de virus de gripe B infeccioso a partir de ocho plasmidos

segmento 1 2 3 4

PB1 pAB121-PB1 --- PAB121-PB1 ---

PB2 pAB122-PB2 pAB122-PB2 PAB122-PB2 pAB122-PB2

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

HA pPAB124-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 x 10° 0

Se transfectaron de manera transitoria células 293T-MDCK (1, 2) o COS7-MDCK (3, 4) cultivadas conjuntamente
con siete u ocho plasmidos. Se controlé el efecto citopatico (CPE) siete dias después de la transfeccion en las
células MDCK cultivadas conjuntamente. Siete dias después de la transfeccién se titularon los sobrenadantes de
células transfectadas en células MDCK. Los datos de ufp/ml representan la media de multiples experimentos de
transfeccién (por ejemplo, tres o cuatro).

Se obtuvieron resultados comparables en los experimentos de transfeccion que utilizaban los vectores plasmidicos
de B/Yamanashi/166/98. Estos resultados demuestran que el sistema de transfeccion permite la generacion
reproducible desde cero del virus de la gripe B a partir de ocho plasmidos.

Genotipado de gripe B recombinante
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Después de un pase posterior en células MDCK, se us6 RT-PCR del sobrenadante de células infectadas para
confirmar la autenticidad del virus generado. La RT-PCR se efectu6 con cebadores especificos de segmentos 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 fueron iguales a los encontrados en el plasmido pAB121-PB1, pAB124-HA, y pAB128-
NS. Estos resultados confirmaron que el virus generado se genero a partir de los plasmidos designados y excluyen
(ademas de los controles negativos) cualquier contaminacién de laboratorio posible con el virus progenitor (Figura
5B).

De manera similar, después de la transfeccion con los vectores plasmidicos de B/Yamanashi/166/98, se recupero el
virus y se amplificé la region que abarcaba los nucleétidos 1280-1290 del segmento PA. La secuenciacion confirmé
que el virus recuperado correspondia a B/Yamanashi/166/98 recombinante procedente de plasmidos (Figuras 5C y
D).

Fenotipado de rvDM-B

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

Para el ensayo de placa, se usaron células MDCK confluentes (ECACC) en placas de seis pocillos. Se incubaron
diluciones de virus durante 30-60 min a 33 °C. Las células se recubrieron con un revestimiento de agarosa al 0,8 %.
Las células infectadas se incubaron a 33 °C o 37 °C. Tres dias después de la infeccidn, las células se tifieron con
solucion de violeta cristal al 0,1% y se determiné el nimero de placas.

Se llevd a cabo el ensayo de fenotipo ca-ts mediante titulacién de TCIDso de muestras de virus a 25, 33, y 37°C.
Este formato de ensayo mide el titulo de TCIDsy examinando el efecto citopatico (CPE) del virus de la gripe en
monocapas de células primarias de rifion de pollo en placas de cultivo 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
virales; en su lugar, depende Unicamente de la capacidad del virus de la gripe para replicarse y causar CPE. Una
suspension de células primarias de rifion de pollo (PCK), preparada mediante tripsinizacion del tejido primario, se
suspendié en medio MEM (de Earl) que contenia FCS al 5%. Las células PCK se suspendieron en placas de cultivo
de 96 pocillos durante 48 horas para preparar una monocapa con >90% de confluencia. Tras 48 horas, la monocapa
de células PCK se lavd durante una hora con medio MEM sin suero que contenia L-glutamina 5 mM, antibidticos,
aminoacidos no esenciales, citado como medio de ensayo de fenotipo (PAM). Se prepararon diluciones en serie de
diez veces del virus en bloques de 96 pocillos que contenian PAM. Entonces se emplacaron las muestras de virus
diluido en la monocapa de PCK lavada en las placas de 96 pocillos. A cada dilucion de la muestra de virus, se
usaron replicados de seis pocillos para la infeccion con el virus diluido. Se incluyeron células no infectadas como
control celular en forma de replicado de 6 pocillos para cada muestra. Cada muestra de virus se titulé6 en 2-4
replicados. Se incluyé virus de control de fenotipo con titulos predeterminados a 25 °C, 33 °C y 37 °C en cada
ensayo. Para determinar el fenotipo ts de las muestras de virus, se incubaron las placas durante 6 dias a 33 °Cy 37
°C en incubadores de cultivo celular de CO, al 5%. Para la caracterizacion del fenotipo ca se incubaron las placas a
25 °C durante 10 dias. El titulo de virus se calculd6 mediante el método de Karber y se comunicé como media de
Logio (n=4) de TCIDs titulo/ml + desviacion tipica. Las desviaciones tipicas de los titulos de virus presentados en las
Fig. 1-3 se encontraban en el intervalo de 0,1 a 0,3. La diferencia en titulo de virus a 33 °C y 37°C se usaron para
determinar el fenotipo ts y la diferencia en titulo de virus a 25 °C y 33 °C se usaron para determinar el fenotipo ca.

El virus VDM-B recombinante procedente de plasmido (VDM-B rec) expresé 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
una diferencia en titulo entre 25 °C y 33 °C menor o igual a 2 logio cuando se ensaya en células PCK. Tanto el VDM-
B progenitor como recVDM-B expresaron ca; la diferencia entre 25 °C y 33 °C fue de 0,3 y 0,4 logio, respectivamente
(Tabla 15). El fenotipo ts también se mide observando los titulos a dos temperaturas diferentes en células PCK; para
este fenotipo, sin embargo, el titulo a 37 °C debe ser menor que el titulo a 33 °C en 2 logio 0 mas. La diferencia entre
33 °Cy 37 °C para el VDM-B progenitor y recVDM-B fue de 3,4 y 3,7 logio, respectivamente (Tabla 15). Por lo tanto,
el virus VDM-B procedente de plasmido recombinante expreso los fenotipos tanto ca como ts.

El virus recombinante tenia un titulo de 7,0 logio TCIDso/ml a 33 °C y de 3,3 TCIDso/ml a 37 °C y de 8,8 logio

TCIDso/ml a 25 °C (Tabla 15). Por lo tanto, el virus recombinante procedente de la transfeccion con los ocho
plasmidos de segmento gendmico de VDM-B de la gripe tiene los fenotipos tanto ca como ts.
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Tabla 15. Ensayo de fenotipo para VDM-B y rVDM-B generados a partir de plasmidos
Temperatura (°C)

25 33 37
Logio TCID50/ml (Media £ DT)
ca B/Ann Arbor/01/66 (VDM-B) 8,8 +0,3 8,5+ 0,05 51+0,1 ca, ts
RecVDM-B 7,4+0,3 7,0+0,13 3,3+0,12 ca, ts
Rec53-VDM-B 59+0,1 5,7+0,0 53+0,1 ca, no-ts

Las células primarias de rifién de pollo se infectaron con el virus VDM-B progenitor y el virus
recombinante procedente de plasmidos (recVDM-B). El titulo de virus se determindé a tres
temperaturas diferentes.

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

Los segmentos HA y NA de varias cepas diferentes que representan los linajes principales de la gripe B se
amplificaron y clonaron en pAD3000, esencialmente tal como se describe anteriormente. Los cebadores se
optimizaron para amplificacion simultanea por RT-PCR de los segmentos HA y NA. La comparacion de las regiones
terminales del ARNv que representa la region no codificante del segmento 4 (HA) y del segmento 6 (NH/NA) reveld
que los 20 nucleétidos terminales en el extremo 5'y 15 nucleétidos en el extremo 3' eran idénticos entre los genes
HA y NA de los virus de la gripe B. Se sintetizé un par de cebadores para RT-PCR (las secuencias subrayadas son
especificas de virus de la gripe B) Bm-NAb-1: TAT TCG TCT CAG GGA GCA GAA GCA GAG CA (SEC ID Ne: 87);
Bm-NAb-1557R: ATA TCG TCT CGT ATT AGT AGT AAC AAG AGC ATT TT (SEC ID Ne°: 88) y se usaron para
amplificar simultineamente los genes HA y NA a partir de varias cepas de gripe B (Fig. 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 BsmBIl y se insertaron en pAD3000. Estos resultados demostraron la aplicabilidad de estos cebadores para la
generacion eficaz de plasmidos que contenian los genes HA y NA de gripe B de varios virus de tipo silvestre
diferentes que representan los linajes principales de gripe B. Los productos de RT-PCR pueden usarse para
secuenciacion y/o clonacion en los plasmidos de expresion.

Para demostrar la utilidad de B/Yamanashi/166/98 (un virus similar a B/Yamagata/16/88) para expresar de manera
eficaz antigenos de diversos linajes de gripe B, se generaron reorganizantes que contenian PB1, PB2, PA, NP, M,
NS de B/Yamanashi/166/98 y la HA y NA de cepas que representaban los linajes tanto Victoria como Yamagata
(reorganizantes 6+2). Se transfectaron de manera transitoria células COS7-MDCK cultivadas conjuntamente con
seis plasmidos que representaban B/Yamanashi/166/98 y dos plasmidos que contenian 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, de acuerdo con los métodos descritos anteriormente. De seis a siete dias
después de la transfeccidn se titularon los sobrenadantes en células MDCK nuevas. Los tres virus reorganizantes
6+2 tenian titulos entre 4-9 x 10° ufp/ml (Tabla 16). Estos datos demostraron que los seis genes internos de
B/Yamanashi/166/98 podian formar de manera eficiente virus infecciosos con segmentos génicos de HA y NA de
ambos linajes de gripe B.

Se titularon los sobrenadantes de células COS7-MDCK cultivadas conjuntamente seis o siete dias después de la
transfeccion y el titulo viral se determind mediante ensayos en placa en células MDCK.

Tabla 16: Conjunto de plasmidos usado para la generacion de B/Yamanashi/166/98 y de reorganizantes 6 + 2.
segmento

1 pAB251-PB1 pAB251-PB1 pAB251-PB1 pAB251-PB1
2 pAB252- pAB252-PB2 pAB252-PB2 pAB252-PB2 pAB252-PB2
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

6 pAB256-NA  pAB256-NA pAB291-NA PAB295-NA pPAB297-NA

7 pAB257-M  pAB257-M pPAB257-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/Hong
B/Yamanashi/166/98 B/Victoria/504/2000 B/Hawaii/10/2001 Kong/330/2001

ufp/m® 0 4 x10° 9 x10° 6 x 10° 7 x 10°

Se obtienen titulos relativamente elevados mediante replicacion de B/Yamanashi/166/98 de tipo silvestre en huevos.
Se llevaron a cabo 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
silvestre, que se replica solo de manera moderada en huevos, con el rendimiento del reorganizante 6+2 que
expresaba HA y NA de B/Victoria/504/2000. Se inocularon estos virus ademas de los de tipo silvestre y
B/Yamanashi/166/98 recombinantes en 3 o 4 huevos de gallina embrionados, bien a 100 o 1000 ufp. Tres dias
después de la infeccion, se recogieron los fluidos alantoicos de los huevos y se determinaron los titulos de TCIDsp en
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células MDCK. Los reorganizantes 6+2 produjeron cantidades similares de virus en el fluido alantoico de la cepa
B/Yamanashi/166/98 wt y recombinante (Fig. 9). La diferencia en titulo entre B/Victoria/504/2000 y el recombinante
6+2 fue de aproximadamente 1,6 logio TCIDso (0,7-2,5 logio TCIDso/ml, IC del 95%). La diferencia entre
B/Victoria/504/2000 y el recombinante 6+2 se confirmd en tres experimentos separados (P < 0,001). Estos
resultados demostraron que las propiedades de crecimiento en huevo de B/Yamanashi/166/98 pueden conferirse a
antigenos de HA y NA que se expresan normalmente a partir de cepas que se replican mal en huevos.

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

El virus VDM-B (B/Ann Arbor/1/66 ca) esté atenuado en seres humanos, muestra un fenotipo atenuado en hurones y
muestra un fenotipo adaptado al frio y sensible a la temperatura en cultivo celular. Las secuencias de aminoacidos
deducidas de los genes internos de VDM-B se compararon con las secuencias en la base de datos de gripe de Los
Alamos (en la world wide web en: flu.lanl.gov) usando el algoritmo de busqueda BLAST. Se identificaron ocho
aminoacidos Unicos para VDM-B y no presentes en cualquier otra cepa (Tabla 17). Los segmentos genémicos que
codifican PB1, BM2, NS1 y NS2 no muestran restos sustituidos de manera Unica. Las proteinas PA y M1 pueden
tener cada una dos, y la proteina NP tiene cuatro aminoacidos Unicos sustituidos (Tabla 17). Un resto de aminoacido
sustituido se encuentra en PB2 en la posicion 630 (una cepa adicional, B/Harbin/7/94 (AD170572) también tiene un
resto de arginina en la posicion 630).

Estos resultados sugirieron que los segmentos génicos PB2, PA, NP y M1 pueden estar implicados en el fenotipo
atenuado de VDM-B. De un modo analogo a lo descrito anteriormente para VDM-A, el sistema de ocho plasmidos
puede utilizarse para generar virus recombinante y reorganizante (sencillo y/o doble, es decir, reorganizantes 7:1;
6:2) de manera independiente de virus auxiliar simplemente mediante la transfeccion conjunta de los plasmidos
relevantes en células cultivadas, tal como se describen anteriormente con respecto a VDM-A. Por ejemplo, pueden
usarse los 6 genes internos de B/Lee/40 en conjuncion con segmentos de HA y NA procedentes de VDM-B para
generar reorganizantes 6+2.

Tabla 17. Aminoéacidos sustituidos de manera Unica de B/Ann Arbor/1/66

N° ca B/Ann Arbor/1/66 Secuencias alineadas (virus de tipo Nudmero de secuencias
silvestre) alineadas
pos. amino4cido codon aminoéacido codon
PB1 0 - - 23
PB2 1 630 Arg630 AGA Ser630 AGC 23
PA 2 431 Met431 ATG Val431l GTG 23
497 His497 CAT Tyrd97 TAT
NP 4 55 Ala55 GCC Thr55 ACC 26
114 Alali4 GCG Vall14 GIG
410 His410 CAT Pro410 CCT, CCC
509 Thr509 GAC Ala509 GGC
M1 2 159 GIn159 CAA His159 CAT 24
183 Vall83 GTG M183 ATG
BM2 O - - 24
NS1 O - - 80
NS2 0 - - 80

La secuencia de aminoacidos deducida de ocho proteinas de ca B/Ann Arbor se usé en una bisqueda BLAST. Se
muestran las posiciones de aminoacidos que fueron diferentes entre VDM-B y las secuencias alineadas. Los
nucledtidos en los codones gue estan subrayados representan las posiciones sustituidas.

Para determinar si las 8 Unicas diferencias de aminoacidos tuvieron cualquier impacto en los fenotipos
caracteristicos de VDM-B, se construy6 un virus recombinante en el que todas las ocho posiciones de nucleétidos
codificaron los aminoacidos que reflejaban el complemento genético de gripe de wt. Se construyé un conjunto de
plasmidos en el que los ocho restos de los genes PA, NP, y M1 estaban cambiados mediante mutagénesis de sitio
dirigido para reflejar los aminoacidos de tipo silvestre (tal como se indica en la Tabla 17). Se generé un
recombinante con los ocho cambios, denominado rec53-VDM-B, mediante cotransfeccion de los plasmidos
construidos en células COS7-MDCK cultivadas conjuntamente. El cultivo conjunto de células MDCK y el crecimiento
a 33 °C aseguré que el sobrenadante contuviese titulos virales elevados de seis a siete dias después de la
transfeccion. Los sobrenadantes de las células transfectadas se titularon y se determin6 el titulo en células MDCK
mediante un ensayo de placay células PCK a 33 °C y 37 °C.

Tal como se muestra en la Fig. 13, en dos experimentos diferentes independientes, recVDM-B expreso el fenotipo ts
en células tanto MDCK como PCK. El virus triple reorganizante rec53-VDM-B disefiado que portaba los ocho
cambios de aminoacidos expresaron el fenotipo no-ts, la diferencia en el titulo entre 33 °C y 37 °C fue de solo 0,7
logio en células PCK. Este titulo fue menor de la diferencia de 2 logio caracteristica de la definicién de ts y
significativamente menor que la diferencia de ~3 logio observada con recVDM-B. Estos resultados demuestran que
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la alteracién de los ocho aminoacidos en las proteinas PA, NP, y M1 fue suficiente para generar un virus no-ts
similar a tipo silvestre con glucoproteinas tanto homélogas como heterélogas.

Entonces se determiné la contribucion de cada segmento génico al fenotipo ts. Se generaron recombinantes
procedentes de plasmidos que portaban segmentos génicos bien de PA, NP, o M con el complemento de
aminoacidos de tipo silvestre mediante la técnica de cotransfeccion de ADN. Todos los recombinantes de un solo
gen mostraron restriccion de crecimiento a 37 °C en células MDCK y en células PCK (Fig. 14), indicando que los
cambios en ninguno de los segmentos génicos eran capaces de revertir el fenotipo ts. Ademas, los virus
recombinantes que portaban los segmentos génicos NP y M o PA y M juntos también mantuvieron el fenotipo ts. Por
el contrario, los virus recombinantes que portaron los segmentos génicos tanto PA como NP tenian una diferencia en
el titulo entre 37 °C y 33 °C de 2,0 logio 0 menor, similar a rec53-VDM-B. Estos resultados muestran que los genes
NP y PA tienen una contribucién principal al fenotipo ts.

Para determinar si todos los cuatro aminoacidos en la proteina NP y dos en la proteina PA contribuyen a no-ts, se
generaron recombinantes de triple gen y doble gen con genes NP y PA alterados (Fig. 15). La sustituciéon de dos
aminoacidos en la proteina NP, A114 — V114 y H410 — P410 dieron como resultado un fenotipo no-ts. Los virus
con la sustitucion H410 — P410 individual en la nucleoproteina mostraron un fenotipo no-ts en MDCK y PCK. Por
otra parte, la sustitucion A55 — T55 individual mostro un fenotipo ts, al igual que lo hizo la sustitucion individual en la
posicion 509. Estos resultados indican que los restos de aminoacido V114 y P410 en NP estan implicados en el
crecimiento eficaz a 37 °C (Fig. 21A). Se emple6 una estrategia similar para diseccionar la contribucion de los dos
aminoacidos en el gen de PA. Se construy6 un conjunto de recombinantes, portando cada uno un segmento génico
de NP con cuatro aminoacidos consenso de tipo silvestre y un gen PA con solo uno de los dos aminoacidos
consenso de tipo silvestre. La sustituciéon H497 — Y497 siguié siendo ts (Fig. 21B), demostrando que este locus
tiene poco impacto en la expresiéon del fenotipo. Por el contrario, la sustitucion de M431 con V431 dio como
resultado una reversion del fenotipo ts. Estos resultados demuestran que los aminoacidos A114 y H410 en NP y
M431 en PA son los determinantes principales para la sensibilidad a la temperatura de VDM-B.

Basandose en las pruebas anteriores, un fenotipo ts y un fenotipo atenuado estan elevadamente correlacionados.
Estéa bien establecido que el virus ca B/Ann Arbor/1/66 no es detectable en el tejido pulmonar de hurones infectados,
mientras que los virus de la gripe B no atenuados son detectables en los pulmones después de la infeccion
intranasal. Para determinar si una mutacion idéntica subyace a los fenotipos ts y att, se llevaron a cabo los
siguientes estudios.

Se pasaron virus recombinantes obtenidos después de la transfeccion en huevos de gallina embrionados para
producir una reserva de virus. Se inocul6 a 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 0 7,0 logio ufp/ml. Tres dias después de la infeccion se sacrificé a los
hurones y se examinaron sus pulmones y cornetes nasales, tal como se ha descrito anteriormente.

Se infectd a hurones (cuatro animales en cada grupo) por via intranasal con recVDM-B o rec53-VDM-B. Tres dias
después de la infeccidn con el virus se extrajeron cornetes nasales y tejido pulmonar y se ensayo la existencia de
virus. No se detectd virus en los tejidos pulmonares de hurones infectados con 7,0 logio ufp de recVDM-B. De los
cuatro animales infectados con virus rec53-VDM-B con 7,0 logio ufp, se detecto virus en el tejido pulmonar de tres
animales (en un animal de este grupo por razones desconocidas). En dos de los cuatro tejidos pulmonares de
hurones infectados con rec53-VDM-B a una dosis menor (5,5 log ufp/ml) pudo aislarse virus del tejido pulmonar. Por
lo tanto, el cambio de los ocho aminoéacidos Unicos en la proteina PA, NP, y M1 en restos de tipo silvestre fue
suficiente para convertir un fenotipo att en un fenotipo no att.

Ya que los datos en cultivo celular demostraron que PA y NP son contribuyentes principales al fenotipo ts, en un
segundo experimento, se infectd a los hurones con rec53-VDM-B (PA, NP, M), rec62-VDM-B (PA), NP rec71-VDM-B
(NP) con 6 log ufp. Dos de los cuatro animales infectados con rec53-VDM-B tenian virus en el pulmén. Ninguno de
los tejidos pulmonares de los hurones infectados con virus reorganizantes sencillos y dobles tenia niveles
detectables de virus. Por lo tanto, ademéas de los aminoacidos en las proteinas PA y NP, la proteina M1 es
importante para el fenotipo att. El virus con PA y NP de wt no se replicé en pulmones de hurones, indicando que un
subconjunto de las mutaciones implicadas en la atenuacion esta implicado en el fenotipo ts.

Por lo tanto, los fenotipos ts y att de B/Ann Arbor/1/66 se determinan por al menos tres genes. La conversion de
ocho aminoécidos en la proteina PA, NP, y M1 en restos de tipo silvestre dio como resultado un virus recombinante
gue se replicaba eficazmente a 37 °C. De manera similar, un virus recombinante 6+2 que representaba los seis
genes internos de VDM-B con los segmentos HA y NA de B/Hong Kong/330/01 mostré un fenotipo ts y el triple
recombinante fue no-ts.

Los resultados de los presentes inventores usando la estructura de VDM-B indicaron que los seis aminoacidos
fueron suficientes para convertir un fenotipo ts/att en un fenotipo no-ts/no-att. Por lo tanto, los presentes inventores
se interesaron en determinar si la introduccion de estos seis restos de "atenuacion" podrian transferir estas
propiedades bioldgicas a un virus de la gripe B heterélogo, no atenuado, tal como B/Yamanashi/166/98.

Se produjeron virus B/Yamanashi/166/98 recombinante de tipo silvestre (recYam) (7) y un virus recombinante (rec6-
Yam): con seis cambios de aminoacidos PA (V431—-M431, H497—-Y497), NP (V114—A114, P410—H410), y M1
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(H159—Q159, M183—V183). RecYam mostré una reduccion en el titulo de 0,17 logip a 37 °C en comparacion con
33 °C, mientras que rec6Yam fue claramente ts, la diferencia en el titulo viral entre 37 °C y 33 °C fue de 4,6 logio. Se
recuperd virus de manera eficaz de hurones infectados con recYam, tal como se esperaba para un virus de la gripe
B de tipo silvestre tipico. Cuando se inocula rec6Yam en hurones, no se detectd virus en los tejidos pulmonares
(Tabla 18). Por lo tanto, la transferencia de los locus de ts/att de VDM-B es suficiente para transferir los fenotipos ts
y att a un virus divergente.

Tabla 18. Estudios de atenuacién en hurones

Virus componentes Fenotipo ts | Hurones Dosis Cornetes Tejido
recombinante de wt® [log10 nasales” pulmonar
ufp] [log10ufp/g] [log10
EID50/g]°
rVDM-B ninguno ts 4 6,0 4,01 <1,5
rec53-B NP, PA, M no-ts 4 6,0 4,65 3,81
rec62-B NP, PA no-ts 4 6,0 4,69 <1,5
rec71NP-B NP ts 4 6,0 4,13 <1,5
rec71M-B M ts 4 6,0 4,17 <1,5
RecYam no-ts 4 6,0 4,92 3,31
rec6Yam ts 4 6,0 4,02 <1,5

¥Se usaron virus recombinantes con estructura de VDM-B que diferian en los aminoécidos de tipo
silvestre (para detalles, véase la Tabla 2) para hurones infectados por via intranasal. RecYam es
B/Yamanashi/166/98 recombinante y Rec6Yam representa un virus que tiene seis "cambios de
aminoacidos de atenuacion de VDM-B" en NP, PA, y M1 con una estructura de B/Yamanashi.

PTres dias después de la infeccion, se determiné el titulo de virus de los cornetes nasales y tejido
pulmonar, se muestra el titulo medio de cuatro hurones infectados.

¢ <1,5 indica que no se detectd virus.

Tal como se describe anteriormente con respecto a las cepas de gripe A, la sustitucion de los restos indicados
anteriormente, por ejemplo, PB2%%° (S630R); PA® (V431M); PA*" (Y497H); NP> (T55A); NP™* (V114A); NP*°
(P410H); NP*® (A509T); M1™° (H159Q) y M1'® (M183V), confiere los fenotipos ts y att. Por consiguiente, las
variantes de cepa de gripe B disefiadas por ingenieria genética de manera artificial que tenian uno o mas de estas
sustituciones de aminoacidos muestran los fenotipos ts y att y son adecuadas para su uso, por ejemplo, como virus
de cepa donante maestra, en la produccién de vacunas de virus de la gripe vivas atenuadas.

EJEMPLO 9: RESCATE DE VIRUS DE GRIPE A PARTIR DE OCHO PLASMIDOS MEDIANTE
ELECTROPORACION DE CELULAS VERO

Se ha sugerido previamente que puede recuperarse virus de la gripe 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 20:3165-3170). El método comunicado requiere del uso de
reactivos lipidicos y solo se ha documentado para una sola cepa de una cepa de virus de la gripe A de laboratorio
elevadamente competente para replicacion (A/WSN/33 y A/PR/8/34), haciendo que sea de aplicacion limitada en la
produccién de virus vivo atenuado adecuado para la produccion de vacunas. En el presente documento se describe
un nuevo método para recuperar virus de la gripe recombinante de células Vero usando electroporacion. Estos
métodos son adecuados para la produccion de virus de cepas tanto de gripe A como de gripe B, y permiten la
recuperacion de, por ejemplo, virus adaptados al frio, sensibles a la temperatura y atenuados a partir de células Vero
crecidas en condiciones sin suero, facilitando la preparacion de vacuna viva atenuada adecuada para su
administracion en, por ejemplo, formulaciones de vacuna intranasal. Ademas de su amplia aplicabilidad entre cepas
de virus, la electroporacion no requiere de reactivos adicionales distintos de medio de crecimiento para el sustrato
celular y por lo tanto tiene un potencial menor para contaminantes no deseados. En particular, este método es eficaz
para generar virus recombinantes y reorganizantes usando células Vero adaptadas a crecimiento en condiciones sin
suero, tales como aislados de células Vero certificados como libres de patdgenos para la produccién de vacunas.
Esta caracteristica apoya la eleccién de la electroporacion como método adecuado para la introduccién comercial de
ADN en sustratos celulares.

Se comparo la electroporacion con una diversidad de métodos para la introduccién de ADN en células Vero,
incluyendo transfeccion usando numerosos reactivos basados en lipidos, precipitacion por fosfato de calcio y
microinyeccion celular. Aunque se ha obtenido cierto éxito usando reactivos basados en virus para el rescate de
gripe A, solo la electroporacion demostré rescatar gripe B asi como gripe A de células Vero.

Un dia antes de la electroporacion, se separaron las células Vero confluentes al 90 - 100%, y se sembraron a una
densidad de 9 x 10° células por matraz T225 en MEM suplementado con pen/estrep, L-glutamina, aminoacidos no
esenciales y FBS al 10% (MEM, FBS al 10%). Al dia siguiente, se tripsinizaron las células y se resuspendieron en 50
ml de suero salino tamponado con fosfato (PBS) por matraz T225. Entonces se precipitan las células y se
resuspenden en 0,5 ml de OptiMEM | por matraz T225. Opcionalmente, puede usarse medio OptiMEM a medida que
no contiene componentes de procedencia humana o animal. Después de la determinacion de la densidad celular,
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por ejemplo, contando una disolucién 1:40 en un hemocitémetro, se afiadieron 5 x 10° células a una cubeta de
electroporacion de 0,4 cm en un volumen final de 400 pl de OptiMEM |. Se afiadieron entonces veinte pg de ADN
gue consistia en una mezcla equimolar de ocho plasmidos que incorporaban el genoma de VDM-A o VDM-B en un
volumen de no mas de 25 pl a las células en la cubeta. Las células se mezclaron mediante golpecitos suaves y se
electroporaron a 300 voltios, 950 microfaradios en un Gene Pulser Il de BioRad equipado con un dispositivo
Capacitance Extender Plus (BioRad, Hercules, CA). La constante de tiempo debe encontrarse en el intervalo de 28 -
33 milisegundos.

Los contenidos de la cubeta se mezclaron mediante golpecitos suaves y después de 1-2 min de la electroporacion,
se afiadieron 0,7ml de MEM, FBS al 10% con una pipeta de 1 ml. Se mezclaron de nuevo las células pipeteando
suavemente hacia arriba y hacia abajo unas cuantas veces y se separaron entre dos pocillos de una placa de 6
pocillos que contenia 2 ml de MEM por pocillo, FBS al 10%. Después se lavé la cubeta con 1 ml de MEM, FBS al
10% y se separ6 entre los dos pocillos hasta un volumen final de aproximadamente 3,5 ml por pocillo.

En experimentos alternativos, se electroporaron células Vero adaptadas a condiciones de crecimiento sin suero, por
ejemplo, en OptiPro (SFM) (Invitrogen, Carlsbad, CA) tal como se describe anteriormente, salvo que después de la
electroporacion en OptiMEM 1, las células se diluyeron en OptiPro (SFM) en el que se cultivaron posteriormente para
el rescate del virus.

Las células electroporadas se crecieron entonces en condiciones adecuadas para la replicacion y recuperacion del
virus introducido, es decir, a 33 °C para las cepas donantes maestras adaptadas al frio. Al dia siguiente (por
ejemplo, aproximadamente 19 horas después de la electroporacion), se retird el medio y las células se lavaron con 3
ml por pocillo de OptiMEM | u OptiPro (SFM). Se afiadié a cada pocillo un ml de OptiMEM | u OptiPro (SFM) por
pocillo que contenia pen/estrep, y se recogieron a diario los sobrenadantes reemplazando el medio. Los
sobrenadantes se almacenaron a -80 °C en SPG. Se observé un pico de produccién de virus tipicamente entre 2y 3
dias después de la electroporacion.

Tabla 19: Resultados del rescate de 8 plasmidos de cepas VDM en diferentes tipos celulares y mediante diferentes
métodos de transfeccion

Sustrato Método N° de ensayo Resultado (virus infeccioso
recuperado)
VDM-B
COS-7/MDCK Lipo 3 positivo
COS-7/MDCK CaPO4 2 positivo
MRC-5 Lipo 5 negativo
MRC-5 CaPO4 3 negativo
MRC-5 Electroporacion 2 negativo
WI-38 Lipo 2 negativo
WI-38 Electroporacion 4 negativo
WI-38 Microinyeccion 1 negativo
LF1043 Lipo 1 negativo
LF1043 CaPO4 2 negativo
Vero Lipo 7 negativo
Vero CaPO4 2 negativo
Vero/MDCK Lipo 1 negativo
Vero (suero) Electroporacion 5 positivo (5/5)
Vero (sin suero) Electroporacion 4 positivo (4/4)
VDM-A
Vero (suero) Electroporacion 3 positivo (3/3)
Vero (sin suero) Electroporacion 3 positivo (3/3)

EJEMPLO 10: SISTEMA DE VECTOR DE VIRUS DE LA GRIPE PARA ADMINISTRACION GENICA

Los vectores descritos en el presente documento también pueden usarse como sistemas de administracion génica y
para terapia génica. Para dichas aplicaciones, es deseable generar virus de la gripe recombinante, por ejemplo,
virus de la gripe A o B recombinante que expresa una proteina exdgena. Por ejemplo, debido a que el segmento 7
del virus de la gripe B no se corta y empalma, proporciona un elemento genético conveniente para la insercion de
secuencias de acido nucleico heterélogas. El ARNm contiene dos cistrones con dos fases abiertas de lectura que
codifican las proteinas M1 y BM2. La fase abierta de lectura de BM2 o M1 se sustituye por la secuencia heteréloga
de interés, por ejemplo, un gen que codifica la proteina verde fluorescente potenciada (EGFP). Mediante el uso del
sistema de vector basado en plasmido descrito en el presente documento, se clona el ADNc que codifica la fase
abierta de lectura de M1-EGFP y BM2 en dos plasmidos diferentes. La fase abierta de lectura esta flanqueada por la
region no codificante del segmento 7, que contiene las sefiales necesarias para la replicacion y transcripcion. Como
alternativa, se construyen dos plasmidos: uno que contiene la ORF de M1 y el otro que contiene EGFP-BM2. La
cotransfeccion de los nueve plasmidos resultantes da como resultado la generacion de un virus de la gripe B
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recombinante que contiene la secuencia génica heteréloga. De manera similar, puede expresarse EGFP a partir del
segmento NS1 de la gripe A.

El virus de la gripe B "verde" ejemplar puede usarse para la estandarizacién en ensayos de virus, tales como
ensayos de micro neutralizaciéon. La combinacién de la tecnologia basada en plasmidos y la deteccién sencilla de
expresion de proteinas (la fluorescencia procedente de EGFP puede controlarse mediante microscopia, tal como se
ilustra en la Figura 2), permite la optimizacién de la expresién de proteinas.

EJEMPLO 11: ESTUDIOS GENETICOS DE CEPAS DE VACUNA DE LA GRIPE H3N2 RECIENTES

La cepa viva atenuada adaptada al frio de la gripe, A/AA/6/60, en ejemplos tipicos preferidos, es el virus donante
maestro (VDM-A) para las vacunas de la gripe A FluMist™. Los 6 genes internos de VDM-A confieren los fenotipos
de adaptacion al frio (ca), sensibilidad a la temperatura (ts) y atenuacién (att) para cada una de las cepas de vacuna.
Usando genética inversa, se demuestra que miltiples aminoacidos segregados entre tres segmentos génicos: PB1-
K391E, E581G, A661T, PB2-N265S, y NP-D34G que controlan la expresion de los fenotipos ts y att de VDM-A. El
rescate de plasmido de cepas de vacuna 6:2 permite una generacion mas eficaz de vacunas de la gripe que las
técnicas reorganizantes clésicas.

Las vacunas de la gripe inactivadas para la temporada 2003-04 contenian el antigeno de A/Panama/99 (H3N2) y
fueron incapaces de provocar respuestas de anticuerpo robustas en nifios seronegativos para las cepas H3N2
derivadas similares a A/Fujian/411/02 que circularon durante esa temporada. Véanse las Figuras 22 y 23.
Desafortunadamente, A/Fujian/411/02 no se replicd bien en huevos embrionados y, por lo tanto, prohibi6 su uso para
la fabricacion de vacunas. Usando la tecnologia de genética inversa, los presentes inventores demostraron que la
pérdida en el equilibrio en las actividades de HA y NA fue responsable de la pobre replicaciéon de la cepa prototipo
A/Fujian/411/02 en huevos. Véanse las Figuras 29 a 34. El virus A/Fujian pudo obtener su eficiente replicacion en
huevos bien aumentando su actividad de HA o reduciendo su actividad de NA. Especificamente, los presentes
inventores demostraron que mientras que varias sustituciones de amino&cidos individuales fueron capaces de
potenciar ligeramente la replicacion de la cepa A/Fujian/411/02 en huevos, varias combinaciones proporcionaron una
potenciacion mucho mas robusta. Véanse las Figuras 35 a 38. El presente estudio ha demostrado que es factible
mejorar el crecimiento del virus de la gripe en huevos de gallina embrionados y/o células hospedadoras
introduciendo cambios especificos en los genes de HA y NA sin afectar a la antigenicidad del virus.

Para producir una cepa viable en huevos, se evalué un conjunto de reorganizantes 6:2 de H3N2 del linaje
A/Fujian/411/02 respecto de su replicaciéon en células MDCK, huevos embrionados y hurones. Aunque
A/Fujian/411/02 no crecid en huevos, una adaptacion a huevo de este virus dio como resultado dos sustituciones de
aminoacidos en HA, H183L y V226A que permitié el crecimiento de virus en huevos embrionados. Ademas, se
compararon en su secuencia una cepa adaptada a huevo A/Wyoming/03/2003 que crecia bien en huevos y hurones
y la vacuna de A/Sendai/H-F4962/02 que crecia bien en huevos, pero que no se replicd bien en hurones. Se
determin6 que G186V y V226l en HA, y/o Q119E y K136Q en NA eran necesarios para una replicacion eficaz de
virus in vitro e in vivo. Sin embargo, estos cambios de aminoécidos no tuvieron efecto en la antigenicidad del virus.
Se contempla y espera la adopcién de dichas técnicas para producir cepas capaces del crecimiento en huevos (para
cepas que son dificiles/problematicas para su crecimiento en huevos) o para producir cepas mas capaces de
crecimiento en huevos (para cepas que ya pueden crecer en huevos) para otros virus de la gripe.

Se estudid la base molecular para la deriva antigénica de cepas A/Panama/99 a cepas similares a A/Fujian/02
cambiando grupos de restos de HA de A/Panama/99 a aquellos de A/Wyoming/03. Véase la Figura 24. Se examino
la antigenicidad de los reorganizantes 6:2 modificados mediante ensayos de HAI y de microneutralizacion usando
sueros de hurén de animales inmunizados con A/Panama/99 o A/Wyoming/03. Véanse las Figuras 25 a 28. Se
determin6 que solo unos pocos cambios eran responsables de la deriva antigénica mientras que otros tuvieron un
impacto mas dramatico en la replicacion del virus. Por lo tanto, tal como indican los datos, se usa opcionalmente
genética inversa para modificar cepas de vacuna para modificar los rendimientos de vacuna sin afectar a la
antigenicidad del virus.

Materiales y métodos

Cepas virales, células y anticuerpos: Las cepas de tipo silvestre (wt) de la gripe A, A/Fujian/411/02 (A/Fujian),
A/Sendai-H/F4962/02 (A/Sendai) y A/MWyoming/03/03 (A/Wyoming), se obtuvieron del Centro para el Control de
Enfermedades (Center for Disease Control) (Atlanta, GA) y se amplificaron una vez en células MDCK o en huevos
de pollo embrionados (huevos). La cepa Ankara del virus vaccinia modificado que expresaba T7 ARN polimerasa de
bacteriéfago (MVA-T7) se creci6 en células CEK. Se mantuvieron células HEp-2, COS-7 y MDCK (obtenidas a través
de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (American Type Culture Collections), ATCC) en medio esencial minimo
(MEM) que contenia suero fetal bovino (FBS) al 5%. Se produjeron en pollos antisueros policlonales contra A/Ann
Arbor/6/60, A/Sendai-H/F4962/02 y A/Myoming/03/03. Se obtuvieron anticuerpos monoclonales contra la proteina
NP de gripe A a través de BioDesign (Saco, MI).

Generacion de reorganizantes 6:2 recombinantes: Se generaron reorganizantes 6:2 recombinantes que contenian
los segmentos de ARN de HA y NA de las cepas H3N2 reorganizados en VDM-A de acuerdo con los procedimientos
descritos anteriormente. En resumen, se transfecté un conjunto de seis plasmidos que contenian los genes internos
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de VDM-A junto con los plasmidos de expresion de HA y NA en células COS-7/MDCK cultivadas conjuntamente
usando reactivos TransIT LT1 (Mirus, Madison, WI). El sobrenadante de cultivo celular transfectado se recogio a los
3 dias después de la transfeccion y se us6 para infectar células MDCK nuevas y huevos de gallina embrionados de
10 dias de edad. Las células MDCK infectadas se incubaron a 33°C hasta que el 80-90% de las células mostraron
efecto citopatico. Los huevos de gallina embrionados se incubaron a 33°C durante tres dias y se recogieron los
fluidos alantoicos y se almacenaron a -80°C en presencia del estabilizante SPG (sacarosa 0,2 M, KH2PO4 3,8 mM,
Kz:HPO,4 7,2 mM, glutamato monosédico 5,4 mM). Se determiné el titulo de virus mediante ensayo de placa en
células MDCK incubadas bajo un revestimiento que consistia en L15/MEM 1x, agarosa al 1% y TPCK-tripsina 1
pg/ml a 33°C durante 3 dias. Las placas se enumeraron mediante inmunotincién usando anticuerpos policlonales
anti-VDM-A.

Clonacién de plasmidos de expresién de HA y NA: Para producir virus reorganizantes 6:2 recombinantes que
contengan segmentos de HA y NA de subtipo H3N2 y los seis segmentos de ARN internos de VDM-A, y los ADNc
de HA y NA de A/Sendai-H/F4962/02 y A/Wyoming/03/03 de wt se amplificaron mediante RT-PCR usando
transcriptasa inversa Superscriptlll (Invitrogen, Carlsbad, CA) y ufp ADN polimerasa (Stratagene, La Jolla, CA), el
ARNv extraido como molde y los cebadores especificos de H3 y N2. Se usaron los cebadores HA-Aarl5
(5'cacttatattcacctgcctcagggagcaaaagcagggg3’ SEC ID NO: 90) y HA-Aarl3
(5'cctaacatatcacctgcctcgtattagtagaaacaagggtgtt3' SEC ID N°: 91) para amplificar el segmento de HA. Se usaron los
cebadores N2-Aarl5 (5'cacttatattcacctgcctcagggagcaaaagcaggagt3' SEC ID N°:  92) and N2-Aarl3
(5'cctaacatatcacctgcctcgtattagtagaaacaaggagttt3' SEC ID N°: 93) para amplificar el segmento de NA. Los pares de
cebadores de HA y NA contenian el sitio de restriccion de Aar | que se habia disefiado para que fuese comparable al
sitio de BsmB | presente en el plasmido de expresion de pol I/pol 1l de pAD3000. Se secuenciaron los clones de
ADNc de HA y NA y se compararon con las secuencias consenso de HA y NA que se obtuvieron mediante
secuenciacion directa de los productos de ADNc de HA y NA amplificados mediante RT-PCR. Cualquier mutacién
introducida en los clones de ADNc durante el proceso de clonacidn se corrigié mediante el kit de mutagénesis de
sitio dirigido QuickChange (Stratagene, La Jolla, CA).

Ensayo HAI (ensayo de inhibicion de la hemaglutinacién para el virus de la gripe): Reactivos: cRBC al 0,5% (lavado
tres veces con PBS, puede usarse en 2-3 dias); microplaca de 96 pocillos de fondo en U; PBS (sin Ca y Mg);
Puntas; Virus de la gripe; Muestras de suero y suero de control positivo de preparaciones de titulo alto y bajo: Se
determino el titulo de HA mediante un ensayo de HA (se uso el titulo de virus a 1:8 para HAI. Si el titulo de HA de un
virus dado era de 1:256, se dividia entre 8. Por lo tanto, se necesitaba diluir el virus a 1:32. Se prepararon 2,5 ml de
virus para cada placa de 96 pocillos); El suero se traté opcionalmente con RDE (enzima destructora de receptor)
para las muestras de hurones; Se prepard la RDE segun las instrucciones del fabricante; Se combinaron RDE y
muestras de suero a una dilucion 1:4. Por ejemplo, se afiaden 100 ul de suero a 300 ul de RDE. Se agité
vorticialmente la mezcla y se incubé durante toda la noche (18-20 h) en una incubadora a 37 °C. Se calenté la
mezcla a 56 °C durante 45-50 min. Se explord el suero respecto de aglutininas no especificas; Se mezclaron 25 pl
de suero tratado con RDE con 25 pl de PBS pipeteando hacia arriba y hacia abajo 3 veces; Se afiadieron 50 pl de
cRBC al 0,5% a la mezcla y al pocillo de control solo con PBS; Se incubé a TA durante 30-45 min (+: indica la
hemaglutinacién no especifica parcial o completa; -: indica que no hay hemaglutinacién); Las aglutininas de cRBC no
especificas pueden eliminarse mediante preincubacion del suero con RBC empaquetada a una proporciéon de 20:1 a
4 °C durante 1 h, seguido de centrifugacion a 2000 rpm durante 10 min a 4 °C. Los controles pueden incluir
tipicamente lo siguiente: control celular de cRBC; Retrotitulacién de virus: dilucion de 2 veces de 8 unidades/50 pl
diluido desde 1:2 a 1:32 para asegurar que el virus usado se encuentra a las concentraciones correctas; Control de
suero positivo: se diluye en serie 2 veces suero de titulo conocido junto con las muestras de suero de ensayo. Un
protocolo de HAI tipico puede comprender: Dilucion en serie de las muestras de suero dos veces; Se afiaden 25 pl
de PBS a cada pocillo; Se afiaden 25 pl de virus al pocillo 1A (por ejemplo, 1:2), se mezcla pipeteando hacia arriba y
hacia abajo 3 x; Se transfieren 25 pl del pocillo A al pocillo B (por ejemplo, 1:4) y se mezcla 3x como anteriormente,
se repite la dilucion hasta el pocillo H (por ejemplo, 1:256); Se afiaden 25 pl de virus (8 unidades/50 pl) a muestras
de suero diluidas, se mezcla hacia arriba y hacia abajo 3x y se incuba a TA durante 30-40 min; Se afiaden 50 pl de
cRBC al 0,5%, se mezcla bien pipeteando hacia arriba y hacia abajo 3x; Se incuba a TA durante 30-45 min; Se
registra la hemaglutinacioén. El titulo de hAl se define como la dilucion mas alta del suero que inhibe completamente
la hemaglutinacion. Si no se observa inhibicién, el titulo es <1:4. Si todos los pocillos muestran inhibicién, el titulo es
> 1:256.

Medida de la actividad de neuraminidasa de la proteina NA expresada transitoriamente: Para medir la actividad de
neuraminidasa de las proteinas NA, se expresaron NA de wt y sus derivados modificados a partir de las células
transfectadas por plasmidos. Para obtener un alto nivel de expresion de las proteinas NA, se transcribié el ARN de
NA a partir de los promotores de T7 y CMV ya que el gen estaba insertado cadena abajo de estos promotores
duales. Se infectaron células HEp-2 en placas de 10 cm con MVA-T7 a una moi de 5,0 durante 1 h seguido de
transfeccién de 5 ug del plasmido de NA usando reactivo lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células
transfectadas se incubaron a 35°C durante 48 h. Después de lavar con suero salino tamponado con fosfato (PBS),
se rascaron las células a partir de las placas y se lisaron en 100 pl de NaOAc 0,125 M, pH 5,0. La actividad de
neuraminidasa en las células transfectadas se determind mediante un ensayo fluorimétrico. Después de un ciclo de
congelacién-descongelacion, se diluyeron en serie 50 pl de lisados celulares 2 veces y se incubaron con 150 pl de
1,2 mM de sustrato de acido 2'-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuramico (MU-NANA) (Sigma, San Luis, MO) a 37°C
durante 1 h y se detuvo con 75 pl de glicina 1,0 M (pH 5,5). El nivel de fluorescencia del cromoéforo 4-
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metilumbeliferona liberado se determin6 a 362 nm en un lector de placa SpectroMAX. El nivel de cada proteina NA
expresado en las células transfectadas se control6 mediante transferencia de Western usando anticuerpos de pollo
anti-A/Wyoming. También se midieron las actividades de neuraminidasa de los virus A/Sendai y A/Wyoming de wt
gue contenian 6,0 logip UFP en 100 pl mediante el ensayo flurimétrico.

Unioén a receptor y replicacion de recombinantes 6:2 en células MDCK: Se determinaron la unién a receptor de HA 'y
la cinética de crecimiento de reorganizantes 6:2 recombinantes en células MDCK. Se infectaron células MDCK en
placas de seis pocillos con A/Fujian, A/Sendai, A/AWyoming 6:2 y dos virus recombinantes modificados a una moi de
1,0. Después de 30 min de adsorcion bien a 33°C o 4°C, las células infectadas bien se lavaron tres veces con PBS,
o se recubrieron directamente con 3 ml de OptiMEM | que contenia 1 ug/ml de tripsina-TPCK y se incubaron a 33°C.
Se fij6 un conjunto de las placas infectadas con paraformaldehido al 1% a las 6 h después de la infeccion durante
15min a temperatura ambiente, y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,2% en PBS durante 15 min seguido de
analisis de inmunofluorescencia usando anticuerpos monoclonales anti-NP. Las imagenes celulares capturadas con
la camara digital ORCA-100 mediante el programa informatico de analisis de captura de imagenes y de intensidad
dinamica Compix, Version 5,3 (Crabberry Township, PA) para calcular el porcentaje de las células infectadas. Se
incubd otro conjunto de placas a 33°C. En varios instantes de intervalos, se recogieron 250 pl de sobrenadante de
cultivo y se almacenaron a -80°C en presencia de SPG antes de la titulacién del virus. Después de retirar cada
alicuota, se afadié a las células una cantidad igual de medio reciente. El titulo de virus en estas alicuotas se
determin6é mediante ensayo de placa en células MDCK a 33°C.

Para determinar si la diferencia de union entre estos virus afectd a la cinética de crecimiento de virus en células
MDCK, se incubaron las células MDCK infectadas a 33°C y se recogieron los sobrenadantes de cultivo en varios
instantes para la titulacion del virus. Cuando se adsorbi6é a 33°C, A/Fujian 6:2 tenia una cinética de crecimiento
menor y un titulo mas bajo (Fig. 2), A/Sendai, A/Fujian 6:2 con HA-V1861226 o HA-L183A226 se comportaron de
manera similar a A/IWyoming 6:2. Cuando se efectud la adsorcion a 4°C, A/Fujian 6:2 asi como A/Sendai 6:2 tenian
cinéticas de crecimiento mas lentas. A/\Wyoming 6:2 y las dos variantes de A/Fujian crecieron de manera similar.
Estos resultados fueron coherentes con el ensayo de unién de virus mientras que la etapa de lavado redujo la
infeccion eficaz de A/Fujian a ambas temperaturas.

Antigenicidad de virus recombinantes 6:2: Se analiz6 la antigenicidad de cada virus mediante ensayo de inhibicién
de hemaglutinina (HAI) usando sueros de hurén anti-A/Sendai y anti-A/Wyoming. Se incubaron alicuotas de 25 pl de
antisueros de hurones diluidos en serie 2 veces con 25 pl de virus que contenia 4 unidades de HA de virus
reorganizantes 6:2 a 37°C durante 1 h seguido de incubacion con 50 pl de glébulos rojos de pavo al 0,5% (RBC) a
25°C durante 45 min. Se defini6 el titulo de HAI como la reciproca de la dilucidn mayor de suero que inhibi6 la
hemaglutinacién.

Generacion de cepas de vacuna de A/Fujian, A/Sendai, y A/\Wyoming 6:2

Las cepas de virus de la gripe A de tipo silvestre (wt), A/Fujian/411/02, A/Sendai-H/F4962/02 y A/Wyoming/03/03 se
obtuvieron del Center for Disease Control (Atlanta, GA) y se amplificaron una vez en células MDCK o en huevos de
pollo embrionados. Tal como se indica en la Tabla 20, se pasé A/Fujian solo tres veces en cultivo celular, mientras
que A/Sendai y A/Wyoming se sometieron a 11 pases en huevos. Las secuencias de HA y NA de estas tres cepas
se determinaron mediante secuenciacion de los productos de RT-PCR usando ARNv extraido de estos virus. En la
Tabla 1 se lista la diferencia en la secuencia de HA y NA de estas tres cepas de H3N2. A/Sendai fue idéntica a
A/Fujian en su secuencia de aminoacidos de HA1, pero difiri6 en la secuencia de NA en tres posiciones de
aminoacidos, 119, 146 y 347. A/Wyoming tenia la secuencia de NA idéntica a la de A/Fujian, pero difirié6 de la de
A/Fujian y A/Sendai en HA1 en cuatro aminoacidos. Ademas, tanto A/Sendai como A/Wyoming tenian Glu-150 en
lugar de Gly-150 en HA2. Después de un ciclo de amplificacion en células MDCK, el resto 183 en HA1 de A/Fujian
de wt mut6 de His-183 a Leu-183 y fue dificil aislar al virus A/Fujian de wt con His-183, indicando que el virus con
His-183 tenia una ventaja de crecimiento in vitro.

Estos tres virus de wt crecieron de manera diferente en células MDCK, alcanzando titulos de 6,1, 8,1 y 6,7 logio
UFP/ml para A/Fujian de wt, A/Sendai de wt y A/IWyoming de wt, respectivamente. A/Fujian de wt se replicé mal en
huevos, alcanzando un titulo de 4,1 logio UFP/mI (Tabla 20). El virus aislado en huevos tenia el cambio H183L en
HA. Por el contrario, A/Sendai de wt y A/Wyoming de wt crecieron bien en huevos, teniendo titulos de 9,0 y 8,9 logio
UFP/ml, respectivamente.

Para confirmar que los segmentos HA y NA de estas cepas de H3N2 controlaban la replicacion del virus en huevos y
células, se reorganizaron los segmentos génicos de HA y NA con los segmentos génicos internos de la cepa
adaptada al frio A/Ann Arbor/6/60, el virus donante maestro para las vacunas de la gripe vivas atenuadas FluMist
(VDM-A) para generar tres virus reorganizantes 6:2. La replicaciéon de estos tres virus se evalu6 en células MDCK y
en huevos de gallina embrionados. A/Fujian 6:2 (6,2 logio0UFP/mI) mostré un titulo mas bajo que A/Sendai 6:2 (7,1
log1o0UFP/mI) y A/Wyoming (7,0 logio0UFP/ml) en células MDCK. De manera similar a A/Fujian de wt, A/Fujian 6:2 se
replicé mal en huevos de gallina embrionados con un titulo de 4,1 logioUFP/ml. Tanto A/Sendai 6:2 como
A/Wyoming se replicaron a titulos mayores de 8,7 y 8,1 logioUFP/mI, respectivamente. Por lo tanto, la transferencia
de los segmentos génicos de HA y NA de wt en VDM-A no cambié la capacidad de cada virus para replicarse en
huevos.
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Tabla 20. Comparacién de cepas wt y 6:2 recombinantes similares a A/Fujian/411/02 en secuencia de HAy NA y su
replicacién en células MDCK y huevos.

Cepas virales Posiciones de aminoacidos

HA1 HA2 NA

128 186 219 226 150 119 136 347
AlFujian/411/02% T G S V G E Q H
(C1/C2)
A/Sendai-H/F4962/02 - - - - E Q K Y
(CXE8/E3)
A/Wyoming/03/03 A. \% YIF | E - - -
(ck2E2/E9)
Cepas virales Titulo viral (logio0UFP/ml + DT)®
(Historial de pases) MDCK Huevos

wt 6:2 wt 6:2

AlFujian/411/02% 6,1+0,3 6,2+0,3? 41406 4,2+05
(C1/C2)
A/Sendai-H/F4962/02 8,1+0,2 7,1+0,1 9,0+0,3 8,7%0,2
(CXES8/E3)
A/Wyoming/03/03 6,7+ 0,5 7,0+0,4 89+03 8,1%0,1
(ck2E2/E9)

" A/Fujian wt tenfa el cambio H183L después de un solo pase en células MDCK
%g)en huevos.

A/Fujian recombinante 6:2 contenia E150 en HA2.
@ Los titulos virales se expresaron como media de logi0UFP/ml + DT a partir de
dos 0 més muestras.

Efecto de cambios de aminoacidos en las actividades de neuraminidasa de NA v replicacién de virus

A/Fujian difiri6 de A/Sendai en tres aminoacidos en NA, E119Q, Q136K y H347Y (Tabla 20), se baraja la hipétesis
de que uno o mas de estos cambios permitid que A/Sendai se replicase en huevos de gallina embrionados a un
titulo mayor que A/Fujian. Las sustituciones de E119 por restos de G, D, A 0 V se han comunicada para varias cepas
resistentes a farmacos anti-neuraminidasa que dieron como resultado actividad de neuraminidasa reducida. Para
determinar si el cambio E119Q o cualquiera de los otros dos en NA tenian un efecto en la actividad de NA de
A/Fujian y en su capacidad para replicarse en huevos de gallina embrionados, se introdujeron mutaciones por
sustitucion individuales y dobles en plasmidos de expresion de NA de A/Fujian y se midid la actividad de NA en las
células HEp-2 transfectadas. Ademas, los virus recombinantes 6:2 que portaban mutaciones en el NA de A/Fujian se
recuperaron también y se comparé su crecimiento en células MDCK y huevos (Tabla 21). A/Fujian (E119Q136H147)
tenia una actividad de NA mayor en aproximadamente un 80% en comparacion con la de A/Sendai
(Q119K136Y147). La mutacién individual Q119 tenia un 66% de actividad de NA, el cambio Y347 tenia un efecto
minimo en la actividad de NA pero K136 tenia solo un 25% de actividad. Las mutaciones dobles, K136Y347,
Q119Y347, y Q119K136 tenian actividad de NA reducida a niveles del 29%, 52% y 25% de la de A/Fujian,
respectivamente. Estos datos indicaron que estos tres restos de NA afectaron a la actividad de NA en el orden de
K136>Q119>Y347.

Se examind esta correlacion de la actividad de NA de los mutantes de NA con replicacion del virus en huevos de
gallina embrionados (Tabla 21). Se demostré que los seis virus modificados se replicaban bien en células MDCK
alcanzando titulos en el intervalo de 6,2 a 6,9 log.0UFP/ml, pero se replicaron de manera significativamente diferente
en huevos. FJ-Q119 y FJ-347 que tenian una actividad de NA del 66% y 99% de A/Fujian fueron incapaces de
crecer en huevos. FJ-K136, con una actividad de NA del 25%, fue capaz de crecer hasta un titulo de 4,8 log10UFP/mI
en huevos, pero a 4,0 logip menor que la de A/Sendai (8,8 logigUFP/ml). Inesperadamente, aunque K136Y347
redujo de manera significativa la actividad de NA in vitro, el virus recombinante que portaba estas dos mutaciones
(FJ-K136T347) no fue capaz de replicarse en huevos de gallina embrionados. Q119Y347, que tenia un 52% de
actividad de NA, se replicd en huevos hasta un titulo de 4,5 logioufp/ml. Q119K136, que tenia una actividad de NA
ligeramente mayor que la de A/Sendai se replicé hasta un titulo de 6,2 logioufp/ml pero seguia siendo 2,6 logio
menor que la de A/Sendai. Estos resultados indicaron que cada uno de los tres restos de NA que difirieron entre
A/Fujian y A/Sendai impactaron de manera diferente en la replicacion del virus. Aunque varias mutaciones de NA
pudieron reducir la actividad de NA a un nivel préximo al de A/Sendai, solamente los cambios Q136K y E119Q
pudieron dar como resultado una mejora significativa en la replicacion del virus en huevos de gallina embrionados.
Ya que los dobles mutantes de Q119K136 no se replicaron de manera tan eficiente como el virus A/Sendai en
huevos, el resto Y347 también podria afectar a la replicacion del virus en huevos.
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Tabla 21. Efectos de restos de NA en la replicacién del virus en células MDCK y huevos embrionados.

NA Restos de NA Actividad de NA®W  Titulo de Virus®  (LogioUFP/ml)
119 136 347 (Media £ DT) MDCK Huevos

A/Fujian E Q H 100 6,5 <1,5
FJ-Q119 Q S 66 + 3 6.7 <15
FJ-Y347 - - Y 99+1 6,6 <15
FJ-K136 - K - 25+1 6,6 4,8
FJ-K136Y347 - K Y 293 6,5 <1,5
FJ-Q119Y347 Q - Y 52+4 6,6 4.5
FJ-Q119K136 Q K - 251 6,2 6,2
A/SENDAI Q K Y 21+1 6,9 8,8

W Las actividades de NA en células HEp-2 transfectadas con ADNc de NA se expresaron como el porcentaje
del de A/Fujian (media + error estandar) a partir de cuatro experimentos independientes.

Se generaron virus recombinantes 6:2 usando HA y NA de A/Fujian o NA de A/Fujian con las mutaciones
indicadas.

Efectos de restos de HA en la replicacién del virus

Los cambios de los cuatro restos de HA1 en A/Wyoming/03/03 que diferian de A/Fujian se investigaron respecto de
sus papeles en la replicacion del virus. Las mutaciones por sustitucion individuales y multiples se introdujeron en
ADNCc de HA de A/Fujian y se introdujeron los plasmidos de HA en VDM-A junto con NA de A/Fujian. Todos los virus
mutantes reorganizantes 6:2 se replicaron bien en células MDCK pero crecieron de manera diferente en huevos de
gallina embrionados (Tabla 33). Los reorganizantes 6:2 con HA de A/Fujian (T128G186S219V226) fueron incapaces
de replicarse en huevos. Un cambio individual de T128A no mejoro el crecimiento de virus en huevos. Sin embargo,
el cambio individual G186V o V2261 dio como resultado un aumento en la replicacion del virus en huevos. Los
cambios dobles de G186V y V2261 en HA se replicaron eficazmente en huevos. Las sustituciones adicionales en los
restos 128 y/o 219 no aumentaron significativamente la replicacion del virus. Por lo tanto, un minimo de dos cambios
G186V y V226l permitieron que A/Fujian 6:2 creciese eficazmente en huevos de gallina embrionados.

TABLA 22. EFECTOS DE RESTOS DE HA EN LA REPLICACION DE VIRUS EN HUEVOS EMBRIONADOS

Virus® Restos de HA Titulo de virus en
huevos
128 186 219 226 (log2UFP/mI)

A/Fujian T G S \Y <1,5

HA-A128 A. - - - <1,5

HA-V186 - Vv - - 4,9

HA-1226 - - - | 572

HA-V1861226 - Vv - | 7,6
HA-V186Y219I1226 - Vv Y | 7,5

A/Wyoming A V Y I 7,3

W E| virus recuperado de las células transfectadas contenia NA y HA de A/Fujian con los cambios de
aminoécidos indicados.

Adaptacién de A/Fujian/411/02 6:2

Para determinar si la cepa A/Fujian 6:2 podia adaptarse al crecimiento en huevos de gallina embrionados, se
amplifico el virus en células MDCK seguido de su pase en huevos (Tabla 23). Cuando se inocularon 3,0 log10UFP de
virus en un huevo, se detectdé menos de 2,0 logioUFP/ml de virus en el fluido alantoico recogido. No pudieron
recuperarse virus infecciosos después de los pases de este material. Durante el segundo experimento de pase, se
aumentd la cantidad de virus inoculado en huevos de gallina embrionados hasta 5,9 logio UFP. Se detect6 un titulo
de 3,9 logioUFP/mI en el fluido alantoico recogido (FJ-EP1) y un pase adicional en huevos aumenté el titulo de virus
hasta 6,2 logioUFP/ml (FJ-EP2). Un pase adicional en huevos (FJ-EP3) aumentd el titulo de virus hasta 8,2
log1o0UFP/mI. El andlisis de secuencia del virus FJ-EP2 revelé una mutacién de A a U en el nucleétido 625 en el
segmento de ARN de HA que dio como resultado un cambio de H183L en la proteina HA. El andlisis adicional
mostré que este cambio también sucedié durante la amplificacion del virus en células MDCK. La mutacion H183L
también se encontré en HA de A/Fujian de wt durante su replicacion en MDCK y huevos, tal como se ha descrito
anteriormente. Se encontré una mutacién de U a C adicional en el nucleétido 754 de HA dando como resultado una
sustitucion V226A en el virus FJ-EP3 amplificado (Tabla 23). No se detectaron cambios en el segmento de NA.

Para confirmar que las mutaciones H183L y V226A en HA eran de hecho responsables del aumento en la
replicacién de A/Fujian 6:2 en huevos, se introdujeron H183L y V226A en HA de A/Fujian HA de manera individual o
en combinacion. Se obtuvieron tres virus recombinantes y crecieron hasta un titulo de 7,4 logi0UFP/ml para FJ-
H183L, 7,9 logio0UFP/mI para FJ-V226A y 8,4 logio0UFP/mI para FJ-H183L/V226A (Tabla 23). Por lo tanto, H183L y
V226A contribuyeron independientemente a la replicacion mejorada del virus A/Fujian en huevos de gallina
embrionados.

49



10

15

20

25

30

35

ES 2550 007 T3

Tabla 23. Mutaciones en la HA de revirtientes adaptados a huevo de A/Fujian 6:2 y su replicacién en huevos

embrionados.
Virus Mutaciones en nucleétido (aminoacido) Virus
titulos (Log1oUFP/ml)
Pasado en huevo
FJ-EP1 ND* 3,9
FJ-EP2 A625U (H183L) 6,2
FJ-EP3 A625U (H183L), U745C (V226A) 8,2
Recombinantes
FJ-183L A625T (H183L) 7,4
FJ-226A T745C (V226A) 7,9
FJ-183L/226A A625U (H183L), U745C (V226A) 8,4

No determinado
Propiedades de unién a receptor y replicacién de virus recombinantes

A partir de los estudios anteriores, se demostrd que los cambios de NA que redujeron la actividad de NA de A/Fujian
eran suficientes para que este virus creciese en huevos. Por otra parte, los cambios de HA (V186V y V226] o H183L
y V226A) podrian haber aumentado la afinidad de unién a receptor para compensar la mayor actividad de NA de
A/Fujian. Para determinar si los cambios en la proteina HA de A/Fujian aumentaron su capacidad de unién a
receptor, se compar6 la adosorcién de A/Fujian 6:2 que portaba el cambio HA-V1861226 y la de A/Fujian 6:2
adaptada a huevo que contenia los cambios HA-L183A226 con A/Fujian 6:2, A/Sendai, y A/Wyoming. Se adsorbio
cada virus en células MDCK a una moi de 1,0 durante 30 min a 4°C o 33°C, se retir6 el indculo y las células
infectadas se lavaron tres veces o se omiti6 la etapa de lavado. Después de 6 horas de incubacién a 33°C, se
determiné el porcentaje de células infectadas mediante andlisis de inmunofluorescencia usando anticuerpo anti-NP.
Tal como se muestra en la Fig. 36, A/Fujian 6:2 y A/Sendai infectaron al 26-27% de células cuando se llevd a cabo la
adsorcion a 4°C, pero la mayoria de los virus se eliminaron facilmente mediante la etapa de lavado. A 33°C, el
lavado redujo en gran medida la infeccién de virus A/Fujian 6:2 (6,2% en comparacion con el 37,8%) pero no tuvo un
efecto significativo en la infeccion de A/Sendai 6:2 (42,8% en comparacion con el 51,7%). Por el contrario,
A/Wyoming 6:2, A/Fujian a HA-V1861226 o HA-L183A226 tuvieron una tasa de infeccion similar, independientemente
de si las células se adsorbieron a 4°C o 33°C y con o sin una etapa de lavado. Estos datos indicaron que HA de
A/Fujian y de A/Sendai tenian tan baja afinidad de union que los virus unidos a 4°C podian eliminarse por lavado de
las células facilmente. La unidn y la cinética de entrada del virus fueron mas rapidas a 33°C, por lo tanto, la etapa de
lavado tuvo un impacto minimo en la infeccion por virus A/Sendai 6:2. Sin embargo, la mayoria de A/Fujian 6:2 se
eliminé por lavado en condiciones similares debido a que su mayor actividad de NA evit6 la union eficaz del virus a
33°C (datos no mostrados).

Antigenicidad de virus recombinantes

Para examinar si los virus con los restos de HA y NA modificados afectaron a la antigenicidad del virus, se llevo a
cabo un ensayo de inhibicion de hemaglutinacion (HAI) usando sueros de hurdn anti-A/Wyoming y anti-A/Sendai
(Tabla 24). Los sueros de hurdn anti-A/Wyoming o anti-A/Sendai tuvieron un titulo de HAI similar cuando se midio
con virus A/Fujian 6:2 o A/Sendai. Un titulo de HAI ligeramente mayor se detecté con el virus A/Wyoming 6:2,
probablemente debido a la mayor unién de HA de A/Wyoming al receptor de la célula en los glébulos rojos
sanguineos. Los dos virus modificados (A/FujianHA-V1861226 y A/Fujian HA-L183A226) tuvieron un titulo de HAI
similar a A/Wyoming cuando se midié mediante cualquier suero. Queda indicado que la diferencia de aminoéacidos
entre A/Sendai y A/Wyoming y los virus modificados en HA generados en el presente estudio no alteraron la
antigenicidad del virus.

Tabla 24. Antigenicidad de virus A/Fujian 6:2 modificados

Virus® HA NA Antigenicidad (logzHAI)*”
128 183 186 219 226 119 136 347 anti-AWY  anti-A/SD
A/Fujian T H G S v E Q H 9 9
A/Wyoming A. - \% Y I - - - 11 10
HA-V1861226 - - v - | - - Y 11 11
HA-L183A226 - L - - A - - - 11 11

" Se crecié A/Fujian en células MDCK vy el resto de virus crecieron en huevos.
@ se midio la antigenicidad mediante ensayo HAI usando suero de hurén inmunizado contra A/Myoming
(anti-A/WY) o A/Sendai (anti-A/SD) con los antigenos del virus indicados

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2550 007 T3

EJEMPLO 12: DETERMINACION DE LOS LOCUS QUE CONTROLAN EL FENOTIPO DE ADAPTACION AL FRIO
DEL VIRUS DE LA GRIPE B/ANN ARBOR/1/66

El virus adaptado al frio (ca) B/Ann Arbor/1/66 es el virus donante maestro (VDM-B) para las vacunas vivas
atenuadas de gripe B Flumist®. Las vacunas de virus de la gripe B 6:2 que portaban los seis genes internos
procedentes de B/Ann Arbor/1/66 ca y las glucoproteinas de superficie HA y NA a partir de las cepas de tipo silvestre
se caracterizan por los fenotipos de adaptacion al frio (ca), sensibilidad a la temperatura (ts) y atenuacion (att). El
andlisis de secuencia revelé que VDM-B contiene nueve aminoacidos en las proteinas PB2, PA, NP y M1 que no se
encuentran en las cepas de gripe B de tipo silvestre. Los presentes inventores han determinado que tres
aminoacidos en PA(M431V) y NP(A114V, H410P) determinaron el fenotipo ts y, ademas de estos tres locus de ts,
dos aminoacidos en M1 (Q159H, V183M) confirieron el fenotipo att.

Para entender la base molecular del fenotipo ca, se usé el sistema genético inverso basado en plasmidos para
evaluar la contribucién de estos nueve aminoacidos especificos de VDM-B para el fenotipo ca. VDM-B recombinante
se replicé eficazmente a 25°C y 33°C en las células de rifién de pollo embrionario (CEK). Por el contrario, B/Ann
Arbor/1/66 recombinante y de tipo silvestre, que contenia los nueve aminoacidos de tipo silvestre, se replicaron de
manera ineficaz a 25°C. Se determind que un total de cinco aminoacidos de tipo silvestre, uno en PB2 (R630S), uno
en PA(M431 V) y tres en NP(A114V, H410P, T509A), fueron necesarios para revertir completamente el fenotipo ca
de VDM-B. Ademas, el reemplazo de dos aminoacidos en la proteina M1 (Q159H, V183M) de VDM-B o cepas de
vacuna 6:2 con los amino&cidos de tipo silvestre aumentaron significativamente la replicacién del virus a 33°C pero
no a 25°C en células CEK; el cambio V183M tuvo un impacto mayor en el cambio.
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<151> 02-03-2005

<160> 102
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<210>1

<211>50

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico polyA.1

<400> 1
aacaattgag atctcggtca cctcagacat gataagatac attgatgagt 50

<210>2

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2550 007 T3

<211>50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico polyA.2

<400> 2
tataactgca gactagtgat atccttgttt attgcagctt ataatggtta 50

<210> 3
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 3
cacttatatt cacctgcctc agggagcgaa agcaggtc 38

<210>4
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 4
tattcgtctc agggagcgaa agcaggcaaa 30

<210>5
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 5
tattcgtctc agggagcgaa agcaggtact 30

<210>6
<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 6
tattcgtctc agggagcaaa agcagggtag a 31

<210>7
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400>7
cacttatatt cacctgcctc agggagcaaa agcagggg 38

<210>8
<211>31

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2550 007 T3

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 8
tattcgtctc agggagcaaa agcaggagtg a 31

<210>9
<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400>9
tattcgtctc agggagcaaa agcaggtaga t 31

<210> 10
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 10
tattcgtctc agggagcaaa agcagggtga 30

<210> 11
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 11
cctaacatat cacctgcctc gtattagtag aaacaaggtc gttt 44

<210>12
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 12

atatcgtctc gtattagtag aaacaaggca ttt 33
<210> 13

<211>33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 13
atatcgtctc gtattagtag aaacaaggta ctt 33

<210> 14
<211>33
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<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 14
atatcgtctc gtattagtag aaacaagggt att 33

<210> 15
<211>43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 15
cctaacatat cacctgcctc gtattagtag aaacaagggt gtt 43

<210> 16
<211> 33
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 16
atatcgtctc gtattagtag aaacaaggag ttt 33

<210> 17
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 17
atatcgtctc gtattagtag aaacaaggta gtt 33

<210> 18
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de VDM-A

<400> 18
atatcgtctc gtattagtag aaacaagggt gtt 33

<210> 19
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacién de VDM-A

<400> 19
gcaagctgtg gaaatatgca aggc 24

<210> 20
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 20
gccttgeata tttccacagc ttge 24

<210> 21
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 21
gaagtgctta cgggcaatct tcaaac 26

<210> 22
<211> 26
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacién de VDM-A

<400> 22
gtttgaagat tgcccgtaag cacttc 26

<210> 23
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 23
cctgaggagg tcagtgaaac ac 22

<210> 24
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 24
gtgtttcact gacctcctca gg 22

<210> 25
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacién de VDM-A

<400> 25
gtttgttagg actctattcc aac 23

<210> 26
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacién de VDM-A

<400> 26
gttggaatag agtcctaaca aac 23

<210> 27
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 27
gacagtaagc tccgaacaca aatac 25

<210> 28
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 28
gtatttgtgt tcggagcttc atgc 24

<210> 29
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 29
cgaaccgaac ggctacattg aggg 24

<210> 30
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 30
ccctcaatgt agccgttcgg ttcg 24

<210> 31
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 31

cagagaaggt agatttgacg actg 24
<210> 32

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacién de VDM-A

<400> 32
cagtcgtcaa agtctacctt ctctg 25

<210> 33
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 33
cactgaccca agacttgagc cac 23

<210> 34
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 34
gtggctcaag tcttgggtca gtg 23

<210> 35
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 35
caaagattaa aatgaaatgg ggaatg 26

<210> 36
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 36
cattccccat ttcattttaa tctttg 26

<210> 37
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 37
gtaccttgtt tctactaata acccgg 26

<210> 38
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A
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<400> 38
ccgggttatt agtagaaaca aggtac 26

<210> 39
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacién de VDM-A

<400> 39
ggaacacttg agaactgtga gacc 24

<210> 40
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 40
gotctcacag ttctcaagtg ttcc 24

<210> 41
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 41
gaattttatc acaaatgtga tgatgaatg 29

<210> 42
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacién de VDM-A

<400> 42
cattcatcat cacatttgtg ataaaattc 29

<210> 43
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 43
gccagaatgc aactgaaatc agage 25

<210> 44
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A
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<400> 44
gctctgattt cagtttcatt ctggc 25

<210> 45
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutaciéon de VDM-A

<400> 45
ccgaatgaga atccagcaca caag 24

<210> 46
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 46
cttgtgtgct ggattctcat tcgg 24

<210> 47
<211>28
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 47
catcaatttc atgcctatat aagctttc 28

<210> 48
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacién de VDM-A

<400> 48
gaaagcttat ataggcatga aattgatg 28

<210> 49
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacion de VDM-A

<400> 49
cataatggat cctaacactg tgtcaagc 28

<210> 50
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutaciéon de VDM-A

<400> 50
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gcttgacaca gtgttaggat ccattatg 28

<210>51
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutaciéon de VDM-A

<400> 51
ggagaataga ttcatcgaga ttggag 26

<210> 52
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico para la correccion de la mutacién de VDM-A

<400> 52
ctccaatctc gatgaatcta ttctce 26

<210> 53
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 53
tattcgtctc agggagcaga agcggagcct ttaagatg 38

<210> 54
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 54
tattcgtctc gatgccgttc cttcttcatt gaagaatgg 39

<210> 55
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 55
tattcgtctc ggcatctttg tcgcctggga tgatgatg 38

<210> 56
<211>33
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 56
atatcgtctc gtattagtag aaacacgagc ctt 33
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<210>57
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 57
tattcgtctc agggagcaga agcggagcegt tttcaagatg 40

<210> 58
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 58
tattcgtctc tctcattttg ctctttttta atattcccc 39

<210> 59
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 59
tattcgtctc atgagaatgg aaaaactact aataaattca gc 42

<210> 60
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 60
atatcgtctc gtattagtag aaacacgagc att 33

<210>61
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 61
tattcgtctc agggagcaga agcggtgegt ttga 34

<210> 62
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 62
tattcgtctc ccagggecct tttacttgtc agagtge 37
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<210> 63
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 63
tattcgtctc tcctggatct accagaaata gggecagac 39

<210> 64
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 64
atatcgtctc gtattagtag aaacacgtgc att 33

<210> 65
<211>41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 65
tattcgtctc agggagcaga agcagagcat ttictaatat ¢ 41

<210> 66
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 66
atatcgtctc gtattagtag taacaagagc atttttc 37

<210> 67
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 67
tattggtctc agggagcaga agcacagcat tttcttgt 38

<210> 68
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 68
atatggtctc gtattagtag aaacaacagc attttt 36

<210> 69
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<211>41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 69
tattcgtctc agggagcaga agcagagcat cttctcaaaa ¢ 41

<210>70
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 70
atatcgtctc gtattagtag taacaagagc atttttcag 39

<210>71
<211>41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 71
tattcgtctc agggagcaga agcacgcact ttcttaaaat g 41

<210>72
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 72
atatcgtctc gtattagtag aaacaacgca ctttttccag 40

<210>73
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 73
tattcgtctc agggagcaga agcagaggat ttgtttagtc 40

<210> 74
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de B/Ann Arbor/1/66 ca

<400> 74
atatcgtctc gtattagtag taacaagagg atttttat 38

<210>75
<211> 39
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la amplificacion de NP de B/Yamanashi/166/98

<400> 75
tattcgtctc agggagcaga agcacagcat tttcttgtg 39

<210>76
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la amplificacién de NP de B/Yamanashi/166/98

<400> 76
atatcgtctc gtattagtag aaacaacagc attttttac 39

<210> 77
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la amplificacion de NA de B/Yamanashi/166/98

<400> 77
tattcgtctc agggagcaga agcagagca 29

<210>78
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la amplificacién de NA de B/Yamanashi/166/98

<400> 78
atatcgtctc gtattagtag taacaagagc atttt 35

<210>79
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico para introducir mutaciones de ts en los genes PB1 y PB2 de PR8

<400> 79
gaaagaagat tgaagaaatc cgaccgctc 29

<210> 80
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico para introducir mutaciones de ts en los genes PB1 y PB2 de PR8

<400> 80
gagcggtcgg atttcttcaa tcttetttc 29

<210> 81

<211>33
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para introducir mutaciones de ts en los genes PB1 y PB2 de PR8

<400> 81
gaaataaaga aactgtgggg gcaaacccgt tcc 33

<210> 82
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para introducir mutaciones de ts en los genes PB1 y PB2 de PR8

<400> 82
ggaacgggtt tgcccccaca gtttctttat ttc 33

<210> 83
<211>28
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para introducir mutaciones de ts en los genes PB1 y PB2 de PR8

<400> 83
gtatgatgct gttacaacaa cacactcc 28

<210> 84
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para introducir mutaciones de ts en los genes PB1 y PB2 de PR8

<400> 84
ggagtgtgtt gttgtaacag catcatac 28

<210> 85
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para introducir mutaciones de ts en los genes PB1 y PB2 de PR8

<400> 85
attgctgcta ggagcatagt gagaagagc 29

<210> 86
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para introducir mutaciones de ts en los genes PB1 y PB2 de PR8

<400> 86
gctcttctca ctatgctcct agcagcaat 29

<210> 87
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de HA y NA

<400> 87
tattcgtctc agggagcaga agcagagca 29

<210> 88
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para RT-PCR de HA y NA

<400> 88
atatcgtctc gtattagtag taacaagagc atttt 35

<210> 89
<211>23
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la extensiéon de cebadores

<400> 89
atgttcttta cgatgcgatt ggg 23

<210> 90
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la amplificacion de HA

<400> 90
cacttatatt cacctgcctc agggagcaaa agcagggg 38

<210>91
<211>43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la amplificacién de HA

<400> 91
cctaacatat cacctgcctc gtattagtag aaacaagggt gtt 43

<210> 92
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para la amplificacion de NA

<400> 92
cacttatatt cacctgcctc agggagcaaa agcaggagt 39

<210>93
<211>43
<212> ADN
<213> Artificial
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<223> cebador oligonucleotidico para la amplificacién de NA

<400> 93

cctaacatat cacctgcctc gtattagtag aaacaaggag tit

<210>94
<211> 2836
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> pAD3000

<400> 94

ctagcagtta
ctccaataac
cegggaggre
tocecaaaaa
caggacacac
tgataagata
ttatttgtga
aaggatctge
tcttecgett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaace
cgctectectyg
agcgtggcge
tccaagetgyg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttecggaa
ggtttttittg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatet
gaggcacecta
gtgtagataa

cgagacccac

accyggagtac

ccggegygece

gecgtcecaccga

cgceaccatce
gcgggageag
cattgatgag
aatttgtgaé
attaatgaat
cetogeteac
caaaggeggt
caaaaggcca
ggctcecgecec
cgacaggact
ttececgacecet
tttctcaatg
getgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagage
gctacactag
aaagagtigyg
ttitgcaagca
ctacggggic
tatcaaaaag
zaagtatata
tctecagegat
étacgatacg

gctcaccgge

tggtcgacet
aaaatgccga
ccacgecgoec
gcagecacac

cgeccgggcecyg

tttggacaaa

gctattgctt
cggecaacges
tgactegetyg
aatacggtta

:
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gccgettace
ctcacgectgt
cgaaccccec
ccecggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctettga
gcagattacyg
tgacgctcag
gatctteacce
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta

tecagattta

43

ccgaagttagy
ctcggagega
ggcccaggceg
acggagcgec
gggacgccct
ccacaactag
tatttgtaac
gcggyggagay
cgcteggtey
tccacagaat
aggaéccgta
catcacaaaa
caggcgtttc
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcoeg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tcocggoaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatcettt
tggtctgaca
cgttcateea
ccatctggcec

tcagcaataa

67

ggdgggaggag
aagatatacc
acgcgceygaca
cggyggcecte
cccggeggtc
aatgcagtga
cattataage
gecggtitgeg
tteggetgeg
caggggataa
aaaaggccge
atcgacgctce
cecctggaag
ccgcetttet
gttcggtgta
accgectgege
cgccactgge
cagagttett
gegetetget
aaac¢acecgce
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgectg
ccagtgetge

accagccagce

acggtaccgt
tceccocecgggg
cggacacctyg
tggtcaacec
acctcagaca
aaaaaatgct
tgcaataaac
tattgggcge
gegageggta
cgcaggaaag
gttgetggeg
aagtcagagy
ctecctegtyg
cccttoggga
ggtecgttcgc
cttateccggt
agcagceact
gaagtggtgyg
gaagccagktt
tggtagcggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcceegte
aatgataccg

cggaagggce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
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<210> 95

gagcycagaa
gaagctagag
ggcatcgtgyg
tcaaggcgag
ccgategttyg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcgqggcgaa
cgtgcaccca
acaggaagge
atactcttce
tacatatttg
aaagtgccac
tggcceogect
atctacgtat
cgtggatagce
agtttgtttt
ttgacgcaaa
ctaactagag

acccaagctg

<211> 2369
<212> ADN
<213> Virus de la gripe B

<400> 95

agcagaagcqg
atacaggcag
acgggaacag
adacaataca
ccegaagata

agaatggatg

gtggtcclge
taagtagttc
tgtcacgete
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgegecaca
aactctcaag
actgatctte
aaaatgccege
tttttcaata
aatgtattté
ctgacgtcga
ggcattatac
tagtcategce
ggtttgactc
ggcaccaaaa
tgggcggtag
aacccactgc

ttaacg

gagectttaa
caatttcaac
gctacacaat
tttetgatgt
atgagccgag

aagaacatcc

ES 2550 007 T3

aactttatec
gccagttaat
gtcatttggt
ccccatgttyg
gttggccgea
gccatccgta
gtgtatgcgy
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttit
aaaaaaggga
ttattgaage
gaaaaataaa
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
acgygggattt
tcaacgggac
gcegtgtacgg

ttactggctt

gatgaatata
aacattecca
agacaccygtg
tacaggatgt
tgcctatgea

aggtctgttt

goecteocatcee
agtttgecgea
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actttcacca
ataagggecga
atttatcagg
caaatagggg
acgceccecta
accttatggg
gtgatgcggt
ccaagtctec
tttccaaaat
tgggaggtct

atcgaaatta

aatccttatt
tacaccggtg
attagaacac
gcaatggtag
caattggatt

caagcagccet

68

agtctattaa
acgttgttge
tcagctecgy
cggttagete
tcatggttat
ctgtgactgg
gctecttgece
tcatcattoge
ccagttcgat
gegtttetogg
cacggaaatg
gttattgtct
ttccgcgeac
ttgacgtecaa
actttcctac
tttggcagta
accccattyga
gtcgtaacaa
atatadgcag

atacgactca

ttetetteat
ttceccectta
atgagtacte
atccaacaaa
gecgttetgga

cacagaatgc

ttgttgeegg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggteet
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttcccega
tgacggtaaa
ttggcagtac
catcaatggg
cgtcaatggy
ctccgececa
agctétctgg

ctatagggag

agatgtaccc
ttcecatgga
aaacaaggga
tgggccatta
ggctttggat

catggaggca

1680

1740

1800

1860

1920

19280

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2836

60

120

180

240

300

360
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<210> 96

ctaatggtca
tgcagaaacc
gatttygaatg
ttggacaaac
aaaaacagaa
agagtggaat
ggcaaactaa
gtagttgaaa
ggtgggaacyg
ccaccaggag
aatccaagaa
cgggattttt
gggtteatga
tttaatatac
ccattcttca
aatatgctat
gaatacttat
gatgaagaga
ataaacatga
atgttctaca
getggagtaa
atcaacaatg
tatagataca
attataaagg
gggcctaaca
ctaatggacc
ttgtctattyg
atggactatg
ctaaacactyg
ctttitgagg
cttgaggcta
atgtcaaagg
gcttegaaga

taaaatgaaa

<211> 2396
<212> ADN
<213> Virus de la gripe B

<400> 96

caactgtaga
aacctgctge
gagccgacaa
ctgaaatgac
agggtttecct
acatcaaaag
aaagaagagc
acttggcetaa
agaagaaggc
ggatcagecat
terttttgge
gtagtatage
taacaagcaa
cattagaaag
atgaagaagg
ctaccgtgtt
gggatggact
catgtatgga
gcaaaaagaa
gagatggatt
atgaatcage
ggatgggtce
cctacaaatyg
agctatggga
tttacaattt
ctgaatacaa
agggcatcaa
atgcggtate
atcagaggaa
cctgttttaa
tggeccracag
atgattttga
tgtctatgyg

saaggctegt

ES 2550 007 T3

caaattaacc
aacggcactg
gggtggatta
ttetctteteg
cataaagaga
agcattatea
aattgccacce
aaatatctgt
caaactgtea
gacagtgaca
tatgactgaa
accggtettg
aacaaaaaga
atataatgaa
aacggcatct
gggagtagcc
gcaatcttct
aggaataaac
aagttactgt
tgtatctaat
agatatggca
agcaacagca
ccacagggga
aaacactaaa
gagaaacttg
agggcggtta
agaggceagat
tggaactcat
catgattett
cagtgcatca
attaagaatg
gaaagcaatg
gttattgotce

gtttctact

caggggagac
aacacaacaa
gtaccctttt
gtaaagaata
ataccaatga
ttaaacacaa
gctgggatac
gaaaatctag
aatgcagtgg
ggagacaata
agaataacca
ttctccaata
ctgaaggctc
gaaacaaggy
ttgtcgeety
gcactaggga
gatgattttg
gatttttacc
aatgaaacty
tttgcaatgg
ataggaatga
caaacagcca
gattccaaag
ggaagagatg
catatcccag
ctgcatccte
ataacccecag
agttggagaa
gaggaacaat
tacaggaaac
gatgeacgac
gctcaccttig

atcattgaat

69

agacttttga
taacctettt
gecaagatat
taaagaaaaa
aggtaaaaga
tgacaaaaga
aaatcagagg
aacaaagtgg
ccaaaatget
ctaaatggaa
gagacagccc
aaatagccag
aaataccttg
caaaattaaa
ggatgatgat
tcaaaaacat
ctctgtttgt
gaacatgtaa
gaatgtttga
aacttccttce
caataataaa
tacaattatt
tggaaggaaa
gtctgttagt
aaatagtatt
aaaatccctt
cacatggtee
ccaaaaggaa
goctacgetasz
cagtaggtca
tagattatga
gtgagattgg

acatgcggta

ttggacagtg
taggttgaat
cattgattca
attgectget
cagaataacc
tgctgaaaga
gtttgtatta
tttgecagta
Cagt?aCtgc
tgaatgctta
aatttggttc
attgggaaaa
tececgatetg
aaagctgaaa
gggaatgttt

tggaaacaaa

taatgcaaaa

gctattggga

atttacaagec

atttggagtt
gaacaatatg
catagctgat
gagaatgaaa
agcagatggt
aaagtacaac
tgtaggacat
agtaaagaaa
cagatctata
gtgttgcaac
gcacagcaté
atcaggaaga

gtacatataa

cacaaatgat

420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2369



agcagaagcyg
taagggacaa
taagaaaatt
tgtgttctaa
aatacaaggy
gctcaatage
tcgaaaaggt
gccgaataac
ccaaggaaat
aagéaggaat
aaaaattgaa
tggttgeoeceg
tgctacactg
taactgaatec
tagtcgecate
ctgaaccttt
taagagctac
agagaatatce
tacagaaaat
ggggaatatt
aggaggacat
tccaaggagt
tgtaccaact

atgaggaatc

gagegttttc
tgaagccaaa
caatacatca
ttttcectig
aatacaactt
agcagttacc
ctacgaaagc
ttttggecca
gcctecagat
accaagagaa
aggaacgatg
aagaaggttc
cttacaaggt
taggtctcaa
aaaccecacta
aaaatcatgt
attaggacta
aggaagagga
tggaatatgg
aaaaaagagc
gaaagattta
gagaggagaa
ccagcegatat

acccaaageca

ES 2550 007 T3

aagatgacat
acggtattga
agaattgaaa
gctectgacca
aaaacaaatg
tggtggaata
ttttttctea
gttgaaagag
gaagcgagca
tctacttgga
ataacktccca
ctgecagtygg
gaaaattgga
tcaatgattyg
gagctagety
ctggcagccea
aagatcagac
ttcaaaaatyg
gacggagaag
aaaatgagaa
ataatcttgt
ataaattttc
tttttgaata

agtgaactac

tggeccaaaat
aacaaacaac
agaaccctte
agggtgatat
ctgaagacat
catatggacc
gagagatgag
tgagaaaaag
atgtgataat
tacataggga
ttgtactgge
caggagcaac
gacaaatata
tagcttgtag
tagaaattge
tagacggagyg
aaagacaaag
atgaagaaat
aggagttcca
tggaaaaact
geatggtatt
ttaatecgagc
ggagcaacga

atgggataaa

70

tgaattgtta
ggtagaccaa
attaaggatg
ggcaaataga
aggaaccaaa
aataggagat
acttgacaat
ggtactgcta
ggaaatattg
actgataaaa
atacatgett
atcagcecgay
tcacccagga
aaaaataatc
aaacaagact
tgatgtagcc
atttggacgg
attaatcogg
tgtaagatgt
actaataaat
ttctcaagac
aggccaactt
cetttttgat

tgaattaatg

aaacaactgt
tataacataa
aagtgggceca
atcccecttgg
ggccaaatgt
actgaaggtt
gecacttoggyg
aacccktcteca
ttccctaaag
gaaaaaagag
gagagagaac
ttcatagaaa
gggaataaac
agaagatcaa
gtgatagata
tgtgacataa
cttgaactaa
aacggaacaa
ggtgaatgca
tcagccaaaa
actaggatgt
ttatctcecaa
caatgggggt

aatgcatctg

60

120

180

240

30¢

360G

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



10

<210>97

actatacgtt
aaacagaaaa
taatgggygyc
atacacctaa
gggtgctaaa
tecaatggua
acagtggatt
accagtteat
agecttatca
ggaaagggtc
gaatgatgtce
cagtattgge
ctattgaaga
gaaagcccgt
aaggaattaa

aatttatcca

<211> 2308
<212> ADN
<213> Virus de la gripe B

<400> 97

agcagaagcyg
ctacaataat
aaccagcaat
tgaattttet
aaaacttgag
ttcaaagatce
tcgattataa
acttttggaa
atcaagacta
taagcagact

taggagaaga

gaaaggggtt
agtatctata
taatgacgta
gatgtgggag
aaatttggta
tacattigas
tgcaagagea
aaagttgttg
attcttgagg
coctetatte
attaaaagga
aggctttcte
acttgaaaag
taaagtagtt
gagacaaaga

ttaattcaat

gtgegtttga
acaaaaggcc
gctattecaac
tgatgaagaa
accacaatat
cttagcccaa
aaccaagagg
aaagaaagaa
ttcgttaagt
cacagaactt

agatattgaa

ES 2550 007 T3

gtagtaacaa
acaaaaaatc
agtgaattag
atgggaacaa
acactgaagg
geatttgaaa
gtgctcaaac
cctttctgtt
cttatgttga
tecectacaate
aaaatltgaag
gttagtggea
ctaaaaccgyg
aaaaggaaaa
atgacagttg

agacacaatt

tttgeccataa
aaaaacacaa
atctgcgtec
ggaaaaacat
gaagtgattg
gagcatggaa
tttatagaag
aagctgggga
aatgaatcct
caggctgagt

aaaggaattyg

aaaatgtgat
ttagtttaat
aatcacaage
ccaaagaact
ctcagtttct
gcataatcec
aaatgagaga
tctcaccace
dagggaggagyg
cacaaacaga
atgaagaaag
agtatgaccc
gggaaaaagc
gatatagtge
agtccatggg

gagtgaaaaa

tggatacttt
tggcagaatt
atctggaggt
atacagcatt
agggaatgecce
tagagactcc
ttggaataac
atagcatgga
cattggatga
taagtctgaa

acttcaaact

71

tgatgacttt
aaaaaggact
acagctaatg
ggtgcaaaac
tctgggaaaa
ccagaagatyg
ccaagaggtt
aaaattaagg
ggaaaatttc
agtcctaact
gaatagatca
agatcttgga
aaacatctta
tttatccaat
gtgggccttyg

tgctegtgtt

tattacaaga
tagtgaagat
ctgctatgta
agaaggacaa
aagaaacata
aaggtatctg
aaagggattg
actgatgata
ggaaggaaaa
aaatctatgg

tggacaaaca

agttctactyg
ggggaagtca
ataacatatg
acctaccaat
gaagacatgt
gctggecagt
atgaaasctg
agaaatgggg
atcgaagtaa
atatgcggea
atggggaatg
gatttcaaaa
ctttatcaag

gacatttcac

agctaatata

tctact

aacttccaga
cctgaattac
ataagtgata
ggaaaagaac
gcatggatgyg
gctgatttgt
gctgacgatt
ttcagectaca
gggagagtgce
caagttetea

atatctaaac

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

239%¢
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<210> 98

taagggatat
acaatataga
cagttacacc
accatgagét
tyggetaatat
aaaagtacte
ctaacgaaaa
aaacaagtaa
cataccagaa
ccaaaatacc
gcactctgac
tggagcatgt
cectetaccgt
ccageatggyg
aaagtittga
ctgatgttgt
gaaagtggcc
aatctgtgta
tggaagctag
aatcatcgat
gtcecaaaac
aagcactaag
tggaggggtt
gaaagggccee
gtaacaaccc
aagaggggag
tagcgetcaa

gagaattaaa

<211> 1884
<212> ADN
<213> Virus de la gripe B

<400> 98

atectgttcca
tcectaaagga
taaaaagttg
accagaagtt
gactgaaggg
aacactacgg
cttcttatgg
cgaattacag
aataatgaaa
taacaaatgt
aagtaaaagg
agggagtgaa
tatgatgaag
aaaatataaa
catgecttcat
aacagttgtg
aaaatatact
cctatatitge
aagatgtctg
acaaggatat
tttcagtatt
agtaatattc
tagtgccgaa
ttgggtatte
ttgggtaata
taaagtatta
tttggtacta

aatgcacgtg

ES 2550 007 T3

gctggtttet
gcaatagaga
aaatgggagyg
ccatataatg
aagtccaaga
gatcaaactg
aagetgtyga
aaaaccaatt
gaagtagcaa
agagtggcty
gcecectggate
agaaggaaat
tatgtacttt
gtaataccaa
ggtetggegy
actttcgaat
gtatttagaa
cgagtgaatg
cttcaatcaa
gacatgacca
gggactcaag
accaaatgtt
tctaggagac
gacttagagy
cagagtgeat
gaatcaatag
ttttgttecat

tttctact

ccaattttga
gaaatctagc
acctaagacc
cctttottet
aaccgaagac
acccaatatt
gggactgtgt
atgccaagtyg
tagatgacga
cttgggttea
taccagaaat
actttgttaa
ttcacacttc
taaccaacag
ttaaagggca
ttagtagtac
ttggectecett
gtacaaataa
tgcaacaaat
aagcttgttt
aaggaaaact
tgatgcacﬁa
ttctactgtt
gaatgtattc
actggtttaa
atgaaataat

tatgtatcta

72

aggaatgagg
aaggatgtct
aatadgggcct
aatgtctgat
cttagccaaa
aataatgaaa
aaatacaata
ggccacagga:
aacaatgtac
aacagagatag
agggccagac
tgaaatcaac
attattaaat
agtagtaaat
atctecatetg
agatcccaga
atttgtgagt
gatccaaatg
ggaagcaatt
caagggagac
agtaaaagga
tgtatttgga
aattcaggca
tggaatagaa
tgaatggttg
ggatgaatga

aacatccaat

agctacatag
ccettagtat
cacatttaca
gagttgggge
gaatgtctag
agcgaaaaag
agtaatgagyg
gatggattaa
caagaagagc
aatctattga
gtagcaccca
tactgtaagg
gaaagcaaty
gaaaaaggag
aggggagata
gtggactcag
ggaagggaaa
aaalggggaa
gttgaacaag
agagtgaata
teetttggga
aatgcccaat
ttaaaggaca
gaatgtatta
ggctitgaaa
aagaagggca

aaaaagaatt

720

780

840

elo]e]

‘960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

15690

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2308



10

<210> 99

agcagaagca
gtagtaacat
gtggtcaaaa
acacctacca
ccaaactgtc
accatacctt
tttcctataa
gaaaatatca
tacatagttg
acaatggctt
gtagaagtac
toetgatgacg
tcatc£gcca
acagaagacg
cctggaa%aa
tgcgcaagtg
tgecctceacg
gcaaaagcca
accaaatata
ggtttecttgg
ggagcacatg
ataacaaaaa
ggtgcaatgg
agagectgata
ataaacagtyg
ccctetgetg
tgcctagaca
gattcactaa

ctgctctact
attgtttata
agccectgtat

ttgaaaaatyg

<211> 1842
<212> ADN
<213> Virus de la gripe B

<400> 99

gagcatttte
ccaatgcaga
ctgctacteca
aatctcattt
tcaactgcac
cggcaaaagc
tgcacgacag
ggttatcagc
gaacctcagg
gggctgtecc
catacatttyg
aaacccaaat
acggagtaac
aagggctacce
caggaacaat
gcaggagcaa
aaaaatacgg
téggaaattg
gacctcectge
aaggaggatg
gagtggcagt
atctecaattc
atgaactcca
caataagctc
aagatgagca
tagacatagg
ggatagctge
atattactgc
actcaactge
tggtctcecag
tttectttat

ctecttgttac

ES 2550 007 T3

taatatccac
tegaatetge
aggggaagte
tgcaaatcte
agatcktggac
ttcaatactce
aacaaaaatc
ccgtaacgtt
atcttgeect
aaaaaacaac
tacaaaagga
ggtaacactc
cacacattat
acaaagcggce
tgtctatcaa
ggtaataaaa
tggattaaac
cccaatatgg
aaaactatta
ggaaggaatg
ggcagcagac
tttaagtgayg
caacgaaata
gcaaatagag
tetettggea
gaatggatgc
tggcacecttt
tgcatcttta
tgettetagt
agacaatgtt
tgtagtgctt

tact

aaaatgaagg
actgggataa
aacgtgactyg
aaaggaacac
gtggectigy
cacgaagtca
agacagctac
atcaacgecad
aacgttacca
aaaaccaaaa
gaagaccaaa
tatggagact
gtttctcaga
agaattgttg
agaggtgttt
ggggecttge
aaaagcaage
gtgaaaacac
aaggaaaggyg
attgcaggtt
cttaagagta
ctagaagtaa
ctegagetgyg
cttgecagtet
cttgaaagaa
ttcgaaacca
aatgcaggag
aatgatgatg
ttggetgtaa
tcttgetceea

gtttgettgt

73

caataattgt
catcgtcaaa
gtgtgatacc
agaccagagg
gcagaccaaa
aacctgttac
ccaatcttct
aaacggeacc
atgggaaagg
cagcaacgaa
ttactgtttg
cgaagcctca
ttggtggectt
ttgattacat
tattgcctea
cktttaattgg
cttactacac
ccttgaagct
gtttettegg
ggcacggata
cgcaagaagce
agaatcttca
atgagaaagt
tgctttecaa
aactgaagaa
aacacaaatg
aattttetct
gattggataa

cattgatgat

tctgtctata

caccattaca

actactcatyg
ctcaccecat
actgacaaca
gaaactatgce
gtgtatgggg
atctgggtgce
cagaggatat
aggaggacec
attcttegea
cccattaaca
ggyggttccat
aaagttcacc
cccaaatcaa
ggtgcaaaaa
aaaagtgtygg
tgaagcagat
aggagaacat
ggccaatgga
agctattgcet
cacatctecat
tataaacaag
aagactaagc
ggatgatcte
cgaaggaata
aatgctggge
caaccagact
tceccactttt
tcatactata

agctatcttt

aggaaaatta

aaaaacgtta

6Q
1290
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

B840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1449
1500
1560
1620
1680
1740

1800

1860

1884



10

<210> 100

agcagaagca
gtccaacatg
aacttceyga
aagcaacaaa
tgteggaagy
tatggtagty
tgacatggag
tactgatgac
gaaagaagaa
taaaaccate
¢gtacaaaacc
ttcacagatyg
cccttcatta
tgttgecgate
aatggcagac
tctgaatctg
cggaagtaga
ggtegttgte
aatacctcaa
tctttataat
atcacaatta
tgcactaaca
tccagcaaag
ttgggctcca
aataagttgc
aagaagaatg
caagatgatg
aatghtttcaa
catccccaat
aagcaacaaa

acttttattg

<211> 1557
<212> ADN
<213> Virus de la gripe B

<400> 100

cagcatttte
gatattgacg
accagtggyg
cgaacccgaa
agaacccaaa
aaactgggty
agaaacctaa
aagaaaactyg
atagaccaca
tacttcagee
accatgggga
aacgatgtet
atcagtactt
aaaggaggtg
agagggctaﬁ
aaaaacaagt
aatoccaggga
aggccetetyg
ctagggttca
atggcaacac
ttetteatgt
ggcacagaat
gagcaagtgg
atgaccagat
agcccegtgt
ctgtcaatga
aatgattcaa
atatcagaca
ttcttetttg
atagacacta

aaataaatgt

ES 2550 007 T3

ttgtgaactt
gcatcaacac
caaccagacce
acceatccee
agaaacaaac
aattctacaa
tccaaaatge
aattccaaaa
acaaaacagqg
ctataagaat
gtgatggttt
gtttccaaag
ttgecaggaag
gaactttagt
tgagagacat
gctctgegec
ttgcagacat
tagcgagcaa
atgttgaaga
ctgttteccat
cttgettegg
tcaagcatag
aaggaatggg
ctggggggaa
ttgcagtaga
atattgaggg
tgactaagaa
aaaacaaaac
ggagggacac
tggctgtgac

aaaaaatgct

caagtaccaa
tggaacaatt
aatcatcaaa
ggaaagggca
coogacagay
ccagatgatyg
acatgctgeg
gaaaaagaat
aggcaccttt
taccttttta
cagtggacta
atcaaaggea
cacactecce
ggcagaagec
cagagceaag
ccaacaaaaqg
agaagaccta
agtggtgett
atactctatg
attaagaatg
agctgectat
gtcagcatta
ggcagctctg
tgaagtaggt
aagacctatt
acgtgatgca
aaccaatgga
caatcccatt
agcagaggat
tgtttcagta

gttgtttcta

74

caaaaactga
gacaaaacac
ccagcaacce
gccacaagea
ataaagaaga
gtraaagetyg
gaaagaattc
gecagagatg
tacaagatgg
aaagaagagg
aatcacatca
ctaaaaagag
agaagatcag
attcgattta
acggcctatg
gctctagttg
accctgettg
cecataageca
gttgggtatg
ggagacgatg
gaagacctaa
aagtgcaagyg
atgtccatca
ggagacggag
gcetctaagea
gatgtcaaag
aatgctttca
gagatteccaa
tatgatgace
cgtttggaat

ct

aaatcaaaat
cagaagaaat
ttgcececacc
gtgaagctga
gegtetacaa
gactcaacga
tattggctge
tcaaagaagg
taagagatga
tgaaaacaat
tgattgggca
ttggactiga
gtgcaactgg
taggaagage
aaaagattct
atcaagtgat
ccegaageat
tttatgccaa
aagccatggce
caaaagataa
gagttttgte
gtttccacgt
agctccagtt
ggtctggtea
agcaagctgt
gaaatctact
ttgggaagaa
ttaagcagac
tcgattatta

gtgggtgttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

S00

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
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<210> 101
<211> 119

agcagaagca
cttcaactat
atgtgtcage
cazazaataac
tgaacegttc
ctecgtttate
tcggagaaac
gaccaaagga
acaafggaac
aaatcccaac
atgatggtag
aaataaaata
gaacacaaga
gctcagchtc
aagaaatatt
gcaataaaac
tcaaattaza
tggacaccec
aagggcttgg
gatggtactc
atgatggaga
tgaaagaacce
cctgtattgg
cagcecattta
atatggetct

ttgaacaatt

0

<212> ADN
<213> Virus de la gripe B

<400> 101

gagcatctte
acaaacgtta
ttcactg?ca
tgcaccaaca
tgcaacaaaa
ttgcecaggge
cagaggaaac
atgcagacac
aagaaaggac
tgtagaaaac
agaatggaca
tggagaagca
aagtgcctgce
aggaattagt
tccaacagga
catagaatgt
tgtggagact
cagaccagat
aggcatcaaa
ccgaacgatg
cccatggact
tggttggtat
gatagagatg
ctgtttgaty
gtaatggagg

gtecttactg

ES 2550 007 T3

tcaaaactga
accctatttce
tacttattgt
atgtcattgg
gagatgacat
tcaaccttte
tcagctecect
tttgetctaa
agaaacaaygc
tecattites
tatatcggag
tatactgaca
aattgcatcg
aaatgcagat
agagtagagc
gcectgtagag
gatacagctg
gatggaagca
ggaggatttg
tctaaaactyg
gacagtgacg
tettttgget
gtacacgatg
ggctecaggac
aatggttgaa

gacttaattg

agcaaatagyg
tcacatcagg
attcggatat
attgcgecgaa
ttcttctece
agaaagcact
tgataataag
ccecattatge
tgaggcatct
acatggcagc
ttgatggcce
cataccatte
ggggagattyg
ttcttaaaat
atactgaaga
ataacagtta
aaataagatt
taacagggcc
tccatcaaag

aaagaatggg

ccaaaaatga
gggagtgtta
attgctazaa
cgtatcaaat
agagccggag
cctaattage
ggaaccecttt
agctcaacca
gatttcagtc
ttggagtggg
tgacagtaat
ctatgcaaac
ttatcttatg
tcgagagggt
atgcacatgc
cacagcaaaa
gatgltgcaca
ttgcgaatct
aatggcatct

gatggaactg

acaatgctac

ttatcactat

ttttcaccaa

gttecaggctg
tggacatacce
cectecataggt
gttgecttgtg
gggggatact
aaattaggca
tcegeatgec
gecactgatca
aacatcctaa
ataactgatg
cgaataataa
gggttcgcca
agaccctttg
gagacttatt
aatggggaca
aagattggaa

tatgtcaagt

ccettgetee tagtggagta atggtttcaa

tcgaaataaa
gtggaaaaga
aattgectaty
tectgttctaa

tttctgaaaa

75

agataagaaa
gacttggcac
ggacactgtc
accectitgtt

atgctcttgt

tgtgatgtcce
tcagcagcaa
acaggtgttyg
cctattttogt

tactact

6q
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
849
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
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<210> 102

agcagaagca
tcactaacag
ggtgggaaayg
actgatatac
éaaagaaaaa
aagaaaggcce
tttgaaatag
ctgaaccetg
aaacaagcat
gtgaggcgay
gggaagggay
agatctetgg
ctaaagcaga
catttcagat
caatagggca
caaataaaga
tccaageccaa
acatagtaat
aggtagaaga

attgtaatca

<211> 1098
<212> ADN
<213> Virus de la gripe B

<400> 102

cgecactttet
aagatggaga
aatttgacet
aaaaagcact
gaagattcat
tgattectage
cagaaggcca
gaaattattc
cacattcaca
aaatgcagat
aagacgtcca
gggcaagtca
gctetatgay
tettteaatt
tttgaatcaa
gacaataaac
agaaacaaty
tgaggggett
attgcagtaa

atgtcégcaa
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taaaatgtcg
aggcaaagca
agactctget
aattggtgce
cacagagcec
tgagagaaaa
tgaaagctca
aatgcaagta
aagagctcat
ggtttcaget
aaaactggca
aaagaatgga
aaattcaget
tgttettteca
ataaaaagag
agagaggtat
aaggaagtac
tetgetgaag
acccaatttt

ataaactgga

ctgtttggag
gaactagcag
ttggaatgga
tctatctget
ctgtcaggaa
atgagaagat
gcactactat
aaactaggaa
agcagagcag
gtgaacacag
gaagagctgc
gaaggaattg
cttgtgaaga
ttttateage
gagtaaacct
caattttgag
tetctgacaa
agataataaz
caccgtattt

aaaagtgcgt

76

acacaattge
aazaattaca
taaaaaacaa
ttttaaaacc
tgggaacaac
gtgtgagttt
attgtctcat
cgctctgtge
caagatcttc
caaaaacaat
aaagcaacat
caaaggatgt
aatacetata
tcteocatttce
gaaaatacga
acacagttac
catggagata
aatgggtgaa
cttgctatge

tgtttctact

ctacctgctt
ctgttggttc
aagatgccta
caaagaccaa
agcaacaaaa
tcatgaagea
ggtcatgéac
tttatgcgag
agtgcctgga
gaatggaaty
tggagtattg
aatggaagtyg
atgctegaac
atgygettgga
ataagaaatc
caaaaagaaa
ttgagtgacc
acagttttgg

atttaagcaa

60

120

180

240

300

360

420

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1180



agcagaagca
ccacaacaca
gaattctgga
accgcctaaa
agcctgaaag
aagtgctcet
aaaattectc
gaaagtgcct
tattgaggga
agaaagaagg
gagtgttggt
tgcatagatt
atgatcttac
gttttaatga
cccaatttgg
gaagaacttt
atagctaaca
tatgaaatga

aatcctettg

gaggatttgt
aattgaggta
gtgctatgaa
cagactaaag
taaaaggatyg
atttatgaat
aaatagcaac
tgatgacata
catgaacaac
gaagttccegt
aaacggaaca
gaatgcatat
agtggaggat
aggacattca
tcaagagcac
atcttttaag
gctcecataat
aggatgtggt

ttactact
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ttagtcactg
ggtccgggag
aggctttcat
agaasaattag
tctettgaag
ceatctgetg
tgtccaaact
gaagaagaac
aaagatgcaa
ttgacaataa
ttcctcaage
gaccagagtg
gaagaagatg
aagccaattc
cgattatcac
taaaagaatt
agctgacatg

tgaagtgtac

gcaaacggaa
caacecaatgce
ggcaaagagc
aatcaagaat
agagaaaagce
gaattgaagg
gcaattggac
cggagaatgt
ggcaaaagat
aaagggatat
accctaatgg
ggaggetigt
gccatcggat
gagcagctga
cagaggagdd
gatgataaca
attgtatcat

agcaggcagt

77

aaaaatggcg
caccataaac
ccttgactac
aaagactcac
aattggggta
gtttgagcca
cgattacecct
tgatgaccca
aaaggaggaa
acgtaatgtyg
atacaagtcc
tgctaaactt
cctcaactca
aactgcggtg
agacaattag
tattgttceca
tatcattatt

gettgtgaat

gacaacatga
tttgaageag
cctggtcaag
aacaaaagtg
aaaatgatga
tactgtatga
ccaacaccag
actgaaatag
gtaaacactc
ttgtecttga
ttatcaactc
gttgctacty
ctetrogage
ggagtcttat
actggttacg
caaaacagta
ggaaacattg

ttaaaataaa

60

120

180

24Q

300

360

420

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1098
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aumentar la replicacion de un virus de la gripe reorganizante, comprendiendo el método las
etapas de:

i) comparar la secuencia de aminoacidos del virus de la gripe reorganizante con la secuencia de aminoacidos de
un virus de la gripe diferente, creciendo dicho virus de la gripe diferente en huevos embrionados;

i) alterar uno o0 mas aminoacidos en un polipéptido de HA de H3N2 del virus reorganizante para que coincida con
la secuencia del virus de la gripe diferente que comprende sustituir segin sea necesario los restos de
aminoacidos de H3 de HA siempre que la posicién 183 sea una leucina y la posicién 226 sea una alanina,
produciendo de este modo un virus reorganizante alterado; y

iii) crecer el virus reorganizante alterado en huevos, mediante lo que la replicacion del virus reorganizante
alterado aumenta en al menos un 10% en comparacion con la replicacién de virus reorganizante no alterado.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el virus reorganizante alterado es un virus reorganizante 6:2.
3. El método de la reivindicacion 1, en el que el virus reorganizante alterado es un virus reorganizante 7:1.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el virus reorganizante alterado esta
atenuado, es sensible a la temperatura y/o est4 adaptado al frio.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el virus de la gripe reorganizante comprende
un polinucleétido de una cepa de virus A/Ann Arbor/6/60.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el virus de la gripe reorganizante comprende
un polinucledtido de una cepa de virus B/Ann Arbor/1/66.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la replicacion del virus de la gripe
reorganizante alterado aumenta en al menos un 20% en comparacion con la replicacion de virus reorganizante no
alterado.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la replicacion del virus de la gripe
reorganizante alterado aumenta en al menos un 40% en comparacion con la replicacion de virus reorganizante no
alterado.

9. Un virus de la gripe reorganizante con replicacién potenciada que comprende una proteina HA de H3N2 que
comprende una leucina en la posicién 183 y una alanina en la posicion 226.

10. El virus de la gripe reorganizante de replicacion potenciada de la reivindicacion 9, que es un virus reorganizante
6:2.

11. El virus de la gripe reorganizante de replicacion potenciada de la reivindicacion 9, que es un virus reorganizante
7:1.

12. El virus de la gripe reorganizante de replicacion potenciada de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, que
esta atenuado, es sensible a la temperatura y/o esta adaptado al frio.

13. El virus de la gripe reorganizante de replicacion potenciada de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, que
comprende un polinucleétido de un virus de una cepa A/Ann Arbor/6/60.

14. El virus de la gripe reorganizante de replicacion potenciada de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, que
comprende un polinucledtido de un virus de una cepa B/Ann Arbor/1/66.

15. Una composicién inmunogénica que comprende el virus de la gripe reorganizante de replicacion potenciada de
una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14.
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pAD3000 (SECIDN® :94').

il
BsmBI (43)
BsmBI (635)
Aval (115}

pAD3000

2836pb PA

Col Elori
Apall(917)

Fig. 1
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Fluorescencia
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Contraste de fase
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PB1 PB2 PA HA NP NA M NS

i
pE1 AN
CEATGLEGGTGAC
G924

HA

GCGAAGTCAMCETGA

Fig. 5B ' c1s0 o150
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modo2 3
1 whBVamanashi 165198

Fig. 5C Fig. 5D
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2. Secuencia en formato Genbank

LOCUS PAD3000 2836 pb
DEFINICION
CARACTERISTICAS Location/Qu
promotor 2420.,.2795
/vntifkey="

marcador misc

origen rep

terminador

promotor

exon

RECUENTO DE
ORIGEN
1
6l
1231
igl
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
S0l
961
1021
108l
1141
120%
1261
1321

BASES 717 a

ctageagtta
ctceaataac
ccgggaggte
tccccaaaaa
caggacacac
tgataagata
ttatttgtga
aaggatctge
tettecgett
tcagetecact
aacatgtgag
ttttteccata
tagecgasace
cgctctactg
agogtggege
tecaagotgyg
aactategtc
ggtaacagga
cctaactacg
acctteggaa
ggtttttittyg
ttgatetttt
gtcatgagat

/label=pCMV

ADN

alifiers

29"

circular

14~
Derivado de pHW2000 con senal de poliA de SV40 para reemplazar a BGH

ENE-2002

/nota="promotor de CMV truncado (correspondiente
a la regidn 484-863 de pCDNA3)"

1422..2282
/vntifkey="
/label=bla

22"

/nota="heta lactamasa"

6l2,.1172
/vntifkey="
/label=Col\

33“
Elori.

/nota="origen de replicacién de Col E1"

11..45
/vntifkey="
/label=tI

a3

/nota="terminador de Pol I"

complemeant {
/vntifkey="
/label=Poll

65..276)
29"

/nota="promotor de Pol I humano"

226..430
/vntifkey="
/label=pi

61“

/nota="pi (SV40}"

734

accggagtac
ccggoggece
gegteoacega
cgccaceatce
gcgggageay
cattgatgayg
aatttgtgat
attaatgaat
cotegoteac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctococgece
cgacaggact
ttcegaceet
titctecaatg
getgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagagce
getacactag
aaagagtigyg
tttgecaagea
ctacggggtc
tatcaaaaag

c 70
tggtecgaccet
aaaatgeccga
coacgcogec
goagccacac
cgcoygggecyg
tttggacaaa
gctattgett
cggccaacgc
tgactcgetg
aatacggtta
gcaaaaggce
cectgacgag
ataaagatac
gecocgettace
ctcacgctgt
cgaaccooeo
ccecggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttyga
gcagattacy
tgacgcteag
gatcttcace

Fig. 6
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2y

cegaagttgg
ctoggagoga
ggcccaggeg
acggagecgcc
gggacgecct
ccacaactag
tatttgtaac
geggggagag
cgcteggteyg
toccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggegbttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttecageccey
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
teocggeaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagateccttt

682 t©

dgggggaggag
aagatatacc
acgogogaca
cggggccetc
cecoggeggto
aatgecagtga
cattataage
geggtttgeg
tteggetgey
caggggataa
aaaaggccge
atcgacgete
ceectggaag
cecgectthet
gtteggtgta
accactgcge
cgecactgge
cagagttett
gegetetget
aaaccaccgc
aaggatctea
actcacgtta
taaattaaaa

acggtacecgt
toccoccegagy
cggacacctyg
tggtcaacce
acctcagaca
aaaaaatgcet
tgcaataaac
tattgggege
gogagoeggta
cgcaggaaaq
gttgctggeg
aagtcagagg
ctceocectegtyg
ccctteggga
ggtegticge
cttatceggt
agecagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agzagatcct
agggatttty
atgaagtttt



!

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
gaggeaccota
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagoetagag
ggecategtgg
tcaaggegag
cogatogtty
cataattcte
accaagteat
cgggataata
tcggggegaa
cagtgcaccea
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac
tggoecegecot
atctacgtat
cgtggatage
agbttgtttt
ttgacgcaaa
ctaactagag
accecaagcty
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aaagtatata
tctecageogat
ctacgatacg
gctecaccgge
gtggtectgc
taagtagttco
tgtcacgete
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtecat
tctgagaata
cogogocaca
aactcteaag
actgatctte
aaaatgccge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcga
ggecattatge
tagtcatege
ggtttgacte
ggcaccaaaa
tgggeggtag
aacccactge
ttaacy

tgagtaaact
ctgtetattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatece
gcecagttaat
gtegtttggt
cococatgtty
gttggeeogea
gecatcogta
gtgtatgegy
tagcagaact
gatcttaccy
agcatctttt
aazaaagygga
ttattgaagc
gaaaaataaa
tatgoccaagt
ccagtacatyg
tattaccatyg
acggggattt
tcaacgggac
gcegtgtacgg
ttactggctt

tggtctgaca
cgtteatcca
ccatetggeeo
tcagcaataa
gocteccatee
agtttgegea
atggettecat
tgcaaaaaaqg
gtgttateac
agatgectttt
cgaccgagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actitecacca
ataagggcga
atttateagg
caaataggygyg
acgcocoota
accttatggyg
gtgatgcggt
ccaagtctee
tttoccaaaat
tgggaggict
atcgaaatta

Fig. 6 Cont.
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gttaccaatg
tagttgccoctg
ccagtgotge
agccagccagce
agtctattaa
acgttgttge
tcagctecygyg
cggttagecte
tcatggttat
ctgtgactgy
getettgeeo
tecatcattygyg
cecagttogat
gegtitbtotgyg
cacggaaaty
gttatbgtct
ttecegegeac
ttgacgtcaa
actttectac
tttggecagta
accccattga
gtcgtaacaa
atataagcaqg
atacgactca

cttaatcagt
actececcgte
aatgataccy
cggaagggoec
ttgttgecgg
cattgctaca
ttcoccaacga
cttogagtect
ggcagcactyg
tgagtactca
ggcgteaata
aaaacgttet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttecccga
tgacggtaaa
ttggcagtac
catcaatgygyg
cgtocaatggg
ctcogececea
agctectceotgg
ctatagggag
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ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA CONSENSO DE VDM-B CON ADNC
EN LOS OCHOS PLASMIDOS (PAB12[SEGMENTO N ])
(SEC ID N°: 95-102)

PB1
* 20 * 40 *
pABL21-PBl ; ... v.iiua-nns G h e e et a s Phr e : 50
MDV--B-PB1 L e Ce e b e e a e e C e et e H 50
AGCAGRAGCGGAGCCTTTAAGATGAATATAAATCCTTATTTTICTCTTCAT
60 * 8¢ * 100
PAB121-PBl : ....- ... et ar e et ae e vee.. ¢ 100
MDV-B-PBE1 : ...... Pe et e s ey Cee vt a s iea.. 100
AGATGTACCCATACAGGCAGCAATTTCBACAACATTCCCATACACCGGTG
: . * 120 d 140 *
“PABL21-PBl 1 ..i.iiiiiniaans Chaa e . warnaaw o 150
MBV-B=PBl I ... ictiiniuenuornartasinnsssnassnsatsnsnsasnranasnssass : 150
TTCCCCCTTATTCCCATGGAACGGGAACAGGCTACACRATAGACRCCGTG
160 * 180 * 200
PABL21-PBl : .......cc-.. S i r e ia et e e C e e aiaa e L. 200
MDV-B-PBl : ....... ... B m e i et e e E A e e A e : 200
ATTAGAACACATGAGTACTCAARCARAGGGARARCAATACATTTCTGATGT
* 220 * 240 *
PABLZ21-PBl : ............... et aa e et 250
MDV-B-PB1 : ......ccu.un e h e et e s E e A e r e s r 250
TACRGGATGTGCABTGGTAGATCCAACAARTGGGCCATTACCCGAAGATA
260 * 280 * 300 -
PABI21-FBl I ..viiinennansvnnnnnn e e e O 1410
MDV-B=PBl & ..ttt iannanncsosnsaanasarsnraasnsann cerenaeeeas 1t 300
ATGAGCCGRGTGCCTATGCACAATTGGATTGCGTTCTGGAGGCTTTGGAT
* 320 * 340 *
PABL21-PBL & o utvrrnnrenennreanenas e e e : 350
MOV=B-PBl 1 .. uinvsertanrransntsetnsarnransnstannsonresnnnnansan : 350
AGAATGGATGAAGAACATCCAGGTCTGTTTCAAGCAGCCTCACAGAATGC
360 : * 380 * 400
PAB121-PBl @ .. iiiiiiinnaaan B i et aE it Eaar e A e e 400
MDV-B-FBl : ....icaeciaan S auei e as it S he et ae e : 400
CATGGAGGCBCTAATGGTCACAACTGTAGBCABATTAACCCAGGGGAGAC
* 420 * 440 *
pAB121-PBL : ....... e et e aat s a et aceanas et e et e e, 450
MDV-B-PEl 3 4..ivievunoronnsonosnnasnnananns . .- C e : 454
AGACTTTTGATTGGACAGTGTGCAGAAACCARCCTGCTGCAACGGCACTG
460 * 480 * 500
PABL21-PBLl i .. it ianteinrcinatirrtnsraaaenann . i 500
MDV-B-PBl ! ...¢vuiusvenasrnoa Crsa s . feer e cesess 2 500

AACBCAACAATAACCTCTTTTAGGTTGAATGATTTGAATGGAGCCGACAA

Fig. 7
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pAB121-PB1
MDV-B-PBl

pAB121-PBl
MDV-B-PB1

pAB1l21-PEL
MDV-B-PBL

pABL21-PB1
MDV-B-PB1

pABL21-PB1
MDV-B-~PB1

pAB121-FBl
MDV-BE-PBLl

pAB121-PB1
MDWV-B-FB1

PAB121-PBl
MDV-B~PB1

pAB121-PBl
MDV-B-PB1

pAB121-FBL
MDV-B—~FB1

PAB121-FBl
MDV-B-PBL
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m e b R b oww b R ks E o E R o= s A owow ok o P ok a e Ak

........................... I

1 760 * 780 ¥ 800

* 820 * 840 *

P I T T L TR R ) a % % moa = s mw= oA R N L

....................... RN

* 102¢ * 1040 *

R R R R R I B RS IR R R R R R R R

GAGACAGCCCAATTTGGTTCCGGGATTTTTGTAGTATAGCACCGGTCTTG

1060 * 1080 * 1100

Fig. 7 Cont.
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PABL21-PBL
MDV-B—-PB1

pABL21-PB1
MDV-B-FB1

pAB121-FB1
MDV-B-PR1

pAB121-PBl
MDV-B~PB1

pAB121-PB1
-MDV-B-PB1

pABL21-PB1
MDV-B-FB1

pAB121-PBl
MDV-B-PR1

pAR121-PB1
MEV-B-FEL

+ pABl21-pPB1
MDV-B-PR1

PABL21-PB1
MDV-B-PB1

pABLZ21-FB1
MDV-B-PBL

o

[
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R R L T T L 4 s

* 1120 * 1140 *

..... P T R T I L R I I R T R

* 1320 * 1340 *

........ L R N R R T R A R BN B

* 1520 * 1540 *

1560 * 1580 * 1600

ATTTGGAGTTGCTGGAGTAAATGAATCAGCAGATATGGCAATAGGAATGA

Fig. 7 Cont.
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pAB121-PBl
MDV-B-FB1

pABLl21-PBLl
MDV-B-PB1

pAB121-PB1
MDV-B-FB1

pAB121-PB1
MDV-B-PB1

pAB121-PB1
MDV-B-PB1

pABl21-FBl
MDV~B-FEL

pAB121-PB1
MBV-B~PB1

pPAB121-PB1
MDV-B-PB1

pABRl121-PB1
MDV-B-PB1

pAB121-PB1
MDV-B-FB1

PAB121-PB1
MDV-B-PB1

o
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* 1620 * 1640 *

* 1720 * 1740 *
T...-. e e O T T .

1760 * 1780 * 1800

* 1820 * 1940 *

1960 * 1580 * 2000

2060 * 2080 * 2100

* 2120 * 2140 *
e e e e, e
e et e e s

CTTTTTGAGGCCTGTTTTAACAGTGCATCATACAGGAAACCAGTAGGTCA

2160 * 2180 * 2200

Fig. 7 Cont.
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pAB121-PBl
MDV-B-PB1

PAB121-PB1
MDV-B-PB1

PAB121-PBl
MDV-B-PB1

pABl21-PBl
MDV-B-PB1

PAB121-PR1
MDV-B-PB1
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2260 * 2280 * 2300

2360
b a et e e : 2369
.................. : 2369
AAAGGCTCGTGTTTCTACT

Fig. 7 Cont.
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PB2

pAB122-PB2
MDV-B-PR2

pAB122-PB2
MDV-B-PB2

pABLl22~PB2
MDV—-B~PB2

pAB122-PB2
MDV—B~BB2

PAB122~FB2
MDV-B-PB2

PAB122-PB2
MDV-B~PB2

pAB122-PB2
MDV-B-PB2

pABl22-PB2
MDV-B~-PB2

pPAB122-PB2
MDV-RB-PB2

pAB122-PB2
MDV-B-PBR2

PABL22-PR2
MDV-B-PBZ

e e
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.......... R R R R R L P e

60 * 80 * 100
.......... D

160 * 180 * 200
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Reduccion de Log1o en el titulo del virus
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Titulo de virus (log10 ufp/ml)
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