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 2 

DESCRIPCIÓN 
 
Virus respiratorio sincitial con una deficiencia genómica complementada in trans 
 
Campo de la invención 5 
 
[0001] La presente invención se refiere al campo de la vacunación, y más específicamente a vacunas contra una 
enfermedad provocada por pneumovirus tal como por ejemplo el virus respiratorio sincitial (RSV). La invención se 
refiere a viriones de RSV que portan un genoma de RSV donde un gen que es esencial para la infectividad ha sido 
inactivado, mientras que el producto génico de tipo salvaje correspondiente se complementa in trans para el virión. 10 
La invención se refiere además a métodos para la producción de tales viriones de RSV y a su uso en vacunas y 
métodos para la vacunación contra pneumovirus. 
 
Antecedentes de la invención 
 15 
[0002] El virus respiratorio sincitial humano se clasifica en el género Pneumovirus, de la familia Paramixovirus. Es 
una causa importante de enfermedad del tracto respiratorio inferior severa en bebés, personas mayores e individuos 
inmunocomprometidos. Es también un factor importante en la enfermedad del tracto respiratorio superior en niños 
mayores y adultos. Actualmente no hay vacuna eficaz para el RSV humano disponible en la técnica. 
 20 
[0003] El RSV es un virus de ARN envuelto que expresa dos antígenos principales en su superficie: la proteína de 
fijación G y la proteína de fusión F. Ambas proteínas parecen recurrir a anticuerpos protectores. G es la 
determinante de los dos subgrupos de RSV humano conocidos A y B. Se pueden encontrar antigénicas en los dos 
grupos. La proteína G muestra un alto grado de variación con solo 53 % de homología de aminoácidos entre los 
grupos de A y B y hasta 20% de diferencias en las secuencias de proteína G dentro del grupo A (Mufson 1988, Cane 25 
1991). 
 
[0004] La inmunización pasiva con inmunoglobulina enriquecida con RSV (Respigam) o anticuerpos monoclonales 
humanizados sintéticos contra F (Palivizumab) se usa actualmente para tratar y proteger a los neonatos de ciertas 
predisposiciones (por ejemplo, nacimiento prematuro) contra la infección de RSV (Robinson 2000, Greenough 2000). 30 
La patología del RSV tiene dos aspectos principales: daño celular provocado por el propio virus y daño de tejido 
provocado por el sistema inmunológico sobrerreactivo. El último es un factor de alta complicación en el diseño de la 
vacuna. 
 
[0005] Las infecciones con el RSV son estacionales, limitadas al periodo de invierno y tienen su pico máximo en el 35 
hemisferio norte alrededor del final del año. El RSV infecta a todos los niños antes de haber cumplido los dos años, 
en muchos casos dos veces. Los individuos mayores se infectan de media una vez cada dos años, dependiendo del 
entorno; las personas que están en contacto con bebés y niños pequeños tienen un 50% de riesgo. El virus se 
propaga por contacto cercano, en gotas o a través de superficies contaminadas. El RSV no se propaga de forma 
eficaz a través de aerosoles; las partículas del virus son relativamente inestables. La propagación interna del virus 40 
desde el tracto respiratorio superior (TRS) al tracto respiratorio inferior (TRI) se produce predominantemente por 
inhalación de partículas del virus producidas en el epitelio del TRS durante la infección primaria. La propagación a 
través de la formación de sincitio (una de las propiedades patológicas del virus, que le da su nombre) puede no 
descartarse y puede desempeñar un papel secundario en la infección del TRI. 
 45 
[0006] En general, la patología del RSV comienza en el TRS; la puerta de entrada es la nariz y en menor medida los 
ojos - no la boca. Cuando se restringe a los tejidos del TRS, la enfermedad se limita a un resfriado común, aunque 
en adultos a veces es grave. Sin embargo, cuando el virus puede alcanzar el TRI, se puede producir bronquiolitis y 
neumonía en individuos desprotegidos. En niños pequeños, este puede ser mortal, aprox. 1/100 requerirá 
hospitalización y ventilación mecánica, un 1% puede morir. En personas mayores, la enfermedad del TRI inducida 50 
por el RSV es una principal causa de hospitalización; se sospecha que el RSV causa el 25% de las enfermedades 
tipo gripe. 
 
[0007] La respuesta inmune al RSV es compleja. En general, la exposición al RSV humano desarrollará una 
respuesta que protege contra la enfermedad del TRI. Esta respuesta disminuye con la edad, provocando una mayor 55 
susceptibilidad al RSV de la población de más edad. Una protección de larga duración eficaz contra la enfermedad 
del TRS parece no factible: la reinfección es muy común incluso en la misma temporada y no es provocada por una 
variación vírica. La protección contra la infección del RSV implica anticuerpos contra las proteínas virales F y G que 
circulan en la sangre, lo que puede prevenir la enfermedad del TRI. La infección del TRS se puede controlar por 
anticuerpos mucosales contra F y G, pero éstos tienen una vida útil limitada. Las células T CD8+ contra proteínas 60 
virales desconocidas aún son necesarias para eliminar el virus de tejidos infectados, pero parecen ser de corta 
duración o ineficazmente reclutadas de sus depósitos. Muy probablemente, esto es causado por factores 
expresados en el RSV, posiblemente codificados en el gen G (Srikiatkhachorn, 1997a). 
 
[0008] Un aspecto importante de la enfermedad por RSV es la mejora inmune de la patología. En casos limitados, la 65 
respuesta inmune celular puede exacerbar la enfermedad de RSV por la acción de citocinas en tejidos infectados 
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liberados a partir de granulocitos atraídos excesivamente. La predisposición del huésped está implicada en esta 
reacción, pero posiblemente también el momento de la primera infección por RSV después del nacimiento. 
Desafortunadamente, los ensayos de vacuna temprana con RSV inactivado con formalina mostraron que en estos 
ajustes de vacunación prevalecía la patología inmune mejorada contra la infección de tipo salvaje (Kim 1969). Los 
factores contenidos en el RSV parecen ser los responsables de este fenómeno y aparentemente fueron liberados 5 
por tratamiento de formalina. En los 40 años transcurridos desde entonces, se demostró gradualmente que la 
proteína G viral es el mediador predominante de estos problemas, pero el mecanismo sigue siendo poco claro 
(Srikiatkhachorn 1997b). En cualquier caso, la vacunación con una proteína G fuera del contexto del virión (es decir, 
en preparaciones de virus inactivadas, como producto de expresión no insertado debidamente en una membrana o 
en forma de péptidos) parece estar causando la mejora inmune en los sistemas modelo. Así, aunque G contribuye 10 
hasta cierto punto a la inmunidad del RSV, sus propiedades también complican el diseño de la vacuna. 
 
[0009] Los candidatos a la vacuna del RSV vivo iniciales incluyeron mutantes transferidos en frío o termosensibles. 
Los anteriores se han atenuado por el cultivo a temperatura decreciente, dando lugar a dependencia de bajas 
temperaturas para el crecimiento, mientras que los últimos mutantes se han hecho dependientes de una temperatura 15 
específica, normalmente más alta, para la replicación por mutagénesis química o de radiación. Estos candidatos a la 
vacuna del virus vivo parecieron estar sub- o sobreatenuados (Crowe 1998). 
 
[0010] Los candidatos a la vacuna de subunidad se derivan bien de la proteína F o G del RSV, siendo los objetivos 
principales para la neutralización de anticuerpos. Una vacuna de subunidad candidata, PFP2, proteína F purificada, 20 
es segura en pacientes seropositivos con el RSV, pero no proporcionó protección completa contra la infección del 
TRI y la enfermedad asociada (Gonzalez 2000). Otro método de vacuna de subunidad es BBG2Na, que consiste de 
un polipéptido, que comprende los aminoácidos 130-230 de G de RSV humano, fusionados con el dominio de unión 
a la albúmina de la proteína G de estreptocócica (Power 1997). BBG2Na induce una respuesta de tipo 2 auxiliar T 
en ratones neonatales, y no suscita inmunopatología de pulmón (Siegrist 1999). No hay datos aún sobre protección. 25 
El uso de nuevos adyuvantes para una respuesta inmune humoral y celular equilibrada están en investigación 
actualmente en modelos animales (Plotnicky 2003). 
 
[0011] El uso de vectores plásmido-ADN que codifican antígenos de F y G de RSV como candidatos de vacuna se 
ha estudiado en modelos animales. Estas vacunas inducen respuestas protectoras en roedores (Li 2000), pero en un 30 
estudio ratones inmunizados con vacuna candidata de ADN F de RSV desarrollaron una respuesta inflamatoria 
pulmonar ligeramente mejorada tras la exposición al virus de tipo salvaje (Bembridge 2000). La viabilidad del uso de 
vacunas de ADN plásmido en seres humanos no se conoce aún y probablemente tarde al menos 15 años antes de 
que el método esté lo suficientemente estudiado y - de manera más importante - aceptado, particularmente para los 
neonatos. Las vacunas candidatas basadas en sistemas de entrega de vector están formadas por vectores 35 
recombinantes vivos que expresan proteínas de RSV. Por ejemplo, el virus vaccinia recombinante que expresa F y 
G de RSV proporcionó protección en ratones, pero careció de este efecto en chimpancés (Collins 1990). La pregunta 
es si estos sistemas son seguros (especialmente el virus vaccinia) y factibles a la luz de anticuerpos (maternos) 
existentes contra los poxvirus en la comunidad y el grupo de objetivo principal son los neonatos. 
 40 
[0012] Varias vacunas candidatas se basan en RSV vivo recombinante, generado por genética inversa. Una línea de 
estudio se focaliza en atenuar estos virus por la introducción de mutaciones individuales o combinadas responsables 
de la adaptación al frío y la termosensibilidad en el virus recombinante. Ninguna de estas vacunas candidata fueron 
utilizables, debido a su sobre- o sub-atenuación. Otra línea de estudio se centra en la eliminación de uno o más 
genes no estructurales víricos. Datos limitados están disponibles en el comportamiento de estos virus en los 45 
sistemas modelo (Jin 2003). 
 
[0013] Un método alternativo para el desarrollo de vacuna de RSV es el uso de RSV bovino. Un RSV bovino 
quimérico con la proteína F humana solo o la proteína F y G humana fue evaluado para su eficacia en chimpancés. 
Esta vacuna candidata fue restringida en la replicación hasta tal grado que los animales no estaban protegidos 50 
después de la exposición al RSV humano de tipo salvaje (Buchholtz 2000). 
 
[0014] Así, actualmente no hay vacuna de RSV humano eficaz disponible en la técnica. Todas las vacunas 
candidatas de RSV que se han evaluado en modelos de animales son inservibles en seres humanos. De este modo, 
hay una necesidad muy importante en la técnica de vacunas de RSV que sean tanto eficaces como seguras y es un 55 
objeto de la presente invención proporcionar tales vacunas. 
 
Descripción de la invención 
 
Definiciones 60 
 
[0015] En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se usan en su 
sentido no limitativo para referirse a que los elementos después del verbo están incluidos, pero los elementos que no 
se mencionan específicamente no están excluidos. Además, la referencia a un elemento por el artículo indefinido 
"un" o "una" no excluye la posibilidad que más de uno del elemento esté presente, a menos que el contexto 65 
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especifique claramente que hay uno y solo uno de los elementos. El artículo indefinido "un" o "una" normalmente 
significa "al menos uno". 
 
[0016] El término "virión" como se utiliza en este caso se refiere a una partícula viral que contiene la proteína 
nucleocápsida, el genoma vírico y el complejo de replicasa en un envoltorio de lípidos que contiene las 5 
glicoproteínas estructurales víricas. 
 
[0017] Los términos "infectividad de un virus", "virus infeccioso", "partícula vírica infecciosa" o "virión infeccioso" 
denotan virus, partículas víricas o viriones que son capaces de entrar en las células huésped adecuadas e iniciar un 
ciclo de replicación vírica, independientemente de que lleve a la producción de nuevos virus que sean infecciosos. 10 
 
Descripción detallada de la invención 
 
[0018] En un primer aspecto la presente invención se refiere a un virión de un pneumovirus. El virión comprende un 
genoma viral que tiene una mutación en un gen que codifica para una proteína que es esencial para la infectividad 15 
del pneumovirus, donde la mutación hace que un virus producido a partir de solo el genoma viral carezca de 
infectividad, y donde el virión comprende la proteína en una forma y en una cantidad que es necesaria para la 
infectividad del virión. 
 
[0019] El pneumovirus es preferiblemente un virus respiratorio sincitial (RSV), más preferiblemente un RSV humano 20 
o bovino. El RSV humano puede bien ser un virus del subgrupo A o B, y es preferiblemente un aislado clínico, más 
preferiblemente un aislado que no ha sido extensivamente transferido in vitro (preferiblemente transferido menos de 
10, 8, 6 o 5 veces como se describe en los ejemplos). Por lo tanto, cualquier cepa de RSV o aislado se puede utilizar 
en el contexto de la presente invención, donde se entiende que la invención solo se ejemplifica mediante el aislado 
de RSV humano particular 98-25147-X, denominado aislado X de RSV. Además se prefiere que el virus sea un 25 
aislado clínico reciente por lo cual reciente se define como habiéndose aislado primero hace menos de 10, 8, 6, 4, 3 
o 2 años. Se entiende que aunque las secuencias de nucleótidos en el virión no necesitan corresponderse con las 
del aislado reciente, preferiblemente, las secuencias de aminoácidos de las proteínas presentes en el virión de la 
invención son idénticas a las proteínas como se producen en un aislado clínico reciente. 
 30 
[0020] El genoma viral comprende al menos una mutación en al menos un gen viral que codifica para una proteína 
que es esencial para la infectividad del pneumovirus, donde la infectividad del virus es tal y como se ha definido 
anteriormente. Así, la proteína que es esencial para la infectividad del pneumovirus es una proteína que es esencial 
para la capacidad del virión de la invención para introducir una célula huésped adecuada e iniciar un ciclo de 
replicación viral, por lo cual el ciclo de replicación no lleva necesariamente a la producción de nuevos viriones 35 
infecciosos. En viriones preferidos de la invención, la mutación hace que el virión carezca de infectividad in vivo, es 
decir en un organismo huésped adecuado, donde los viriones pueden seguir siendo infecciosos para las células 
huésped adecuadas cultivadas in vitro. 
 
[0021] En un virión preferido de la invención, el gen mutado que codifica para una proteína esencial para la 40 
infectividad del pneumovirus, es un gen, que codifica para una proteína estructural del virus. Una proteína estructural 
de un pneumovirus se entiende aquí que es una proteína que está presente en viriones de virus infeccioso de tipo 
salvaje. Los genes preferidos que codifican para proteínas estructurales que se deben mutar en los viriones de la 
invención es el gen que codifica para la proteína de fijación G. La eliminación y/o la inactivación funcional del gen 
que codifica para la proteína G sirve para varios fines y evita un número de problemas y complicaciones de las 45 
vacunas candidatas actuales de RSV. Un fin es la seguridad de la vacuna: RSV sin la proteína G es altamente 
atenuado en su huésped (Karron 1997, Schmidt 2002) porque no será capaz de infectar eficazmente células 
huésped. Una complicación es que la proteína G está fuertemente implicada en causar respuestas inmunológicas no 
deseadas, incluyendo patología inmune mejorada (Alwan 1993, Srikiatkhachorn 1997b) y posible distorsión del 
sistema inmune hacia un estado propenso a la alergia (y al asma) bajo determinadas predisposiciones genéticas 50 
(Openshaw 2003, Peebles 2003). Esto se evitará por eliminación o inactivación del gen G. Un virión pneumovírico de 
la invención que comprende un genoma viral que tiene un mutación de inactivación en el gen codificante para una 
proteína G de fijación, y que comprende la proteína G de fijación en una forma y en una cantidad que es necesaria 
para la infectividad del virión se denomina un (pneumo) virus o virión "ΔG +G". De forma similar, el virión que tiene la 
mutación de inactivación en el gen que codifica para una proteína G de fijación, pero que no está complementado in 55 
trans con una cantidad funcional de proteína G se denomina un (pneumo)virus o virión "ΔG". 
 
[0022] Los viriones pneumovíricos de la invención están por lo tanto reconstituidos transitoriamente y funcionalmente 
con una proteína codificada externamente que es esencial para la infección. Preferiblemente la proteína codificada 
externamente que es esencial para la infección es la proteína de fijación G. Preferiblemente la proteína codificada 60 
externamente que es esencial para la infección es del mismo subgrupo viral (A o B) que el genoma que está 
presente en el virión. Más preferiblemente la proteína codificada externamente que es esencial para la infección es 
homóloga del genoma que está presente en el virión, por lo cual se entiende que la proteína tiene la misma 
secuencia de aminoácidos que la secuencia de aminoácidos que fue codificada en el genoma del virus antes de su 
inactivación. Alternativamente, esto puede significar que la proteína codificada externamente tiene la misma 65 
secuencia de aminoácidos que la presente en un virión de tipo salvaje del cual las secuencias de aminoácidos con 
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una o más proteínas codificadas internamente tiene 100% de identidad con su contraparte en el virión de la 
invención. 
 
[0023] En los viriones de la invención, la mutación en el gen de la proteína estructural esencial es una mutación que 
hace que el virus producido a partir de solo el genoma viral carezca de la proteína o exprese una proteína 5 
biológicamente inactivada. La producción de virus de solo el genoma viral se entiende que se refiere a virus 
producidos exclusivamente a partir del genoma viral como presente en los viriones y en ausencia de cualquier 
secuencia codificante que complementa el genoma viral in trans. El genoma viral como presente en los viriones es 
incapaz así de dirigir la expresión de la proteína estructural esencial. Esto se puede conseguir de varias maneras 
conocidas por la persona experta, incluyendo, por ejemplo, la inactivación del codón iniciador de la traducción, la 10 
introducción de codones de parada cerca del N-término de la proteína codificada, una o más mutaciones de 
desplazamiento de marco, la eliminación de uno o más fragmentos del gen. Preferiblemente, el gen se inactiva por 
eliminación de al menos 10, 20, 50, 75, 90 o 95% de la secuencia que codifica para la proteína estructural esencial. 
Más preferido es, sin embargo, un virión donde la mutación comprende la eliminación de la secuencia (entera) que 
codifica para la proteína. 15 
 
[0024] Explícitamente incluidos en la invención están los viriones en los que más de una mutación está presente. En 
particular, más de un gen de codificación de proteína viral puede comprender mutaciones que inactivan o alteran la 
función de la proteína en cuestión, o que hacen que la proteína carezca de los viriones como se ha descrito 
anteriormente. Por ejemplo las mutaciones transferidas en frío o termosensibles como las conocidas en la técnica se 20 
pueden combinar con inactivación de las proteínas estructurales esenciales como se han descrito en la invención 
anteriormente. 
 
[0025] La clarificación de pneumovirus como los RSV de los organismos huésped infectados requiere inmunidad 
celular apropiada, que no se montará eficazmente sin la infección de células epiteliales por el virus. Sin embargo, los 25 
pneumovirus mutantes de la invención carecen de la información genética para una proteína que es esencial para la 
infección de células huésped in vivo. Por lo tanto, la presente invención divulga métodos para la producción de los 
pneumovirus mutantes, que incluyen replicación de pneumovirus mutantes en células que complementan (in trans) 
para la ausencia de la proteína que es esencial para la infección. 
 30 
[0026] En otro aspecto, la invención así se refiere a un método para la producción de los viriones pneumovíricos 
mutantes definidos anteriormente. El método es un método para producir viriones pneumovíricos, por lo cual los 
viriones comprenden un genoma viral que tiene una mutación en un gen que codifica para una proteína que es 
esencial para la infectividad (in vivo) del pneumovirus, por lo cual la mutación hace que un virus producido a partir de 
solo el genoma viral carezca de infectividad, y por lo cual el virión comprende la proteína en una forma y en una 35 
cantidad que es necesaria para la infectividad del virión. El método comprende las etapas de: (a) infección de un 
cultivo de una primera célula huésped con un pneumovirus que comprende un genoma viral que tiene una mutación 
tal y como se ha definido anteriormente, por lo cual la célula huésped comprende un vector de expresión que dirige 
la expresión, bien transitoriamente o constitutivamente, en la célula huésped de la proteína en una forma y en una 
cantidad que es necesaria para la infectividad del virión; y, (b) recuperación de los viriones a partir del cultivo de la 40 
célula huésped infectada. La recuperación de viriones a partir del cultivo de la célula huésped infectada puede incluir 
bien o tanto la recuperación a partir del medio de cultivo como la recuperación a partir de las células. 
 
[0027] La primera célula huésped puede ser cualquier célula huésped donde el pneumovirus sea capaz de 
replicación, con o sin la expresión simultánea in trans de la proteína que es necesaria para la infectividad del virión. 45 
Células huésped adecuadas para este propósito son por ejemplo los cultivos de células de riñón de mono verde 
africano (tal como por ejemplo Vero, lote ECACC 10-87, pasaje 134, 1990, aprobado por EMEA). 
 
[0028] En un método preferido de la invención, el pneumovirus que se usa para infectar el cultivo de un primer 
cultivo de célula huésped, se produce en un método que comprende las etapas de: (a) aportación a una segunda 50 
célula huésped de uno o más vectores de expresión que dirijan la expresión en la célula huésped de: (i) un ARN 
genómico viral que tiene una mutación en un gen que codifica para una proteína que es esencial para la infectividad 
(in vivo) del pneumovirus, por lo cual la mutación hace que un virus producido a partir de solo el genoma viral 
carezca de infectividad y, (ii) un complejo enzimático de polimerasa pneumovírica y opcionalmente una o más 
proteínas virales; y, (b) cultivo de la segunda célula huésped por la cual los viriones son producidos. En un método 55 
preferido, los viriones producidos por la segunda célula huésped son amplificados por una o más etapas de infección 
celular que emplean células huésped que son iguales o diferentes de la segunda célula huésped. 
 
[0029] La segunda célula huésped puede ser cualquier célula huésped donde el pneumovirus sea capaz de 
replicación, con o sin la expresión simultánea in trans de la proteína que se requiere para la infectividad del virión. 60 
Células huésped adecuadas para este propósito son por ejemplo los cultivos de células de riñón de mono verde 
africano (tal como por ejemplo Vero, lote ECACC 10-87, pasaje 134, 1990, aprobado por EMEA) o células Hep-2. La 
segunda célula huésped puede ser igual o diferente de la primera célula huésped. 
 
[0030] En los métodos de la invención, el ARN genómico viral es transcrito a partir de una copia de ADN viral que 65 
está bajo el control de un promotor de ARN-polimerasa dependiente de ADN de bacteriófago y por lo cual la 
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(segunda) célula huésped está provista de un vector de expresión que dirige la expresión en la célula huésped de la 
ARN-polimerasa dependiente del ADN de bacteriófago. Preferiblemente, la ARN-polimerasa dependiente del ADN 
de bacteriófago es una polimerasa T7, T3 o SP6. 
 
[0031] El complejo enzimático de polimerasa pneumovírica que es expresado a partir de uno o más vector(es) de 5 
expresión en la segunda célula huésped al menos incluye las proteínas L, P, N expresadas a partir de sus genes 
correspondientes o del ADNc en el vector(es) de expresión. Para eficiencia mejorada de ensamblaje y embalaje viral 
del ARN genómico viral desnudo, opcionalmente, una o más proteínas virales se expresan en las segundas células 
huésped. Las proteínas virales preferidas para este propósito incluyen las proteínas de membrana de matriz viral de 
las cuales la proteína M2-1 es particularmente preferida. Las proteínas L, P, N, M2-1, G o F son preferiblemente 10 
derivadas a partir del genoma viral del aislado viral que se introduce y expresa en la célula huésped, pero 
alternativamente también las proteínas homólogas de otras fuentes virales o no virales heterólogas se pueden 
utilizar. 
 
[0032] La persona experta apreciará que una amplia variedad de vectores de expresión y secuencias reguladoras 15 
(tales como promotores) están disponibles en la técnica para la expresión del ARN genómico viral, la ARN-
polimerasa dependiente del ADN, el complejo enzimático de polimerasa pneumovírica y otras proteínas virales 
opcionales, al igual que la proteína estructural esencial, en la primera y/o segunda célula huésped (véase, por 
ejemplo Sambrook y Russell (2001) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3rd edition), Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York). 20 
 
[0033] Para genética inversa de virus de ARN, es decir expresión de un virus de ARN recombinante tal como los 
viriones de la presente invención, una copia de ADNc del ARN genómico viral se clona en plásmidos y se coloca 
bajo el control de secuencias que permitirán la síntesis de ARN a partir de ADN bajo ciertas condiciones. 
Generalmente, la secuencia promotora para ARN-polimerasa de bacteriófago (por ejemplo la ARN-polimerasa T7) 25 
se coloca arriba de la copia de ADN del genoma de ARN, mientras que un terminador apropiado para la ARN-
polimerasa se coloca abajo del genoma. Las secuencias de ribozima autoquebrantantes se colocan arriba de las 
secuencias terminadoras, para permitir la síntesis de ARN con los nucleótidos terminales correctos. Las secuencias 
terminales correctas son generalmente necesarias para rescatar virus del ARN sintético. Para virus de ARN de 
cadena negativa no segmentada, la coexpresión del complejo enzimático de polimerasa (proteínas N, P y L para 30 
paramixovirus) junto con el ARN genómico o anti-genómico es necesaria para obtener virus recombinante (revisado 
por Neumann 2002 y ejemplificado en los ejemplos aquí). 
 
[0034] Otros métodos preferidos pueden comprender la etapa del aislamiento y/o de purificación de los viriones de la 
invención y/o la formulación de estos viriones en composiciones farmacéuticas. Métodos para el aislamiento y/o la 35 
purificación de viriones son conocidos por los expertos virologistas. Tales métodos incluyen por ejemplo varias 
técnicas de centrifugación (por ejemplo centrifugación diferencial o de densidad), o técnicas cromatográficas. Un 
método para la formulación de los viriones de la invención en una composición farmacéutica al menos comprende la 
etapa de la mezcla de los viriones con un portador farmacéuticamente aceptable tal y como se define por debajo. 
 40 
[0035] En otro aspecto la invención se refiere a una composición que comprende un virión tal y como se ha definido 
anteriormente u obtenible en un método tal y como se ha definido anteriormente, y un portador farmacéuticamente 
aceptable. La composición es preferiblemente una composición farmacéutica que es preferiblemente adecuada para 
su uso como una vacuna, es decir la composición es preferiblemente una vacuna. 
 45 
[0036] En otro aspecto, la invención proporciona un producto farmacéutico que comprende como sustancia activa un 
virión según la invención, y un portador farmacéuticamente aceptable. Estabilizantes, agentes osmóticos, agentes 
tamponantes, agentes de dispersión, y similares farmacéuticamente aceptables también se pueden incorporar en las 
composiciones farmacéuticas. La forma preferida depende del modo de administración deseado y uso terapéutico. 
El portador farmacéutico puede ser cualquier sustancia compatible no tóxica adecuada para entregar las membranas 50 
virales reconstituidas al paciente. Portadores farmacéuticamente aceptables para la entrega intranasal se 
ejemplifican mediante agua, soluciones salinas tamponadas, glicerina, polisorbato 20, Cremophor EL, y una mezcla 
acuosa de glicérido caprílico/cáprico, y se pueden tamponar para proporcionar un ambiente de pH neutro. 
 
[0037] Para la administración por inhalación, las composiciones farmacéuticas de la presente invención se entregan 55 
convenientemente en forma de un aerosol desde embalajes presurizados o un nebulizador, donde los viriones están 
presentes en un portador como se ha descrito para la entrega intranasal pero con el uso de un propulsor adecuado, 
por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, dióxido de carbono u otro gas 
adecuado. En el caso de un aerosol presurizado la unidad de dosificación se puede determinar mediante una válvula 
para entregar una cantidad dosificada. 60 
 
[0038] Métodos para la preparación de composiciones intranasales o de inhalador se conocen bien en la técnica y se 
describen con más detalle en varias fuentes, incluyendo, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Science (15th 
ed., Mack Publishing, Easton, PA, 1980). Los viriones se pueden formular así como el componente activo en 
cualquier preparación para vacunación, que puede además por ejemplo incluir portadores, adyuvantes, 65 
estabilizadores, solubilizantes, conservantes y otros excipientes conocidos en la técnica, para permitir o ayudar a la 
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administración eficaz de la preparación para la vacunación de individuos, preferiblemente humanos y animales de 
engorde o de granja (tales como vacas, cerdos, caballos, cabras, ovejas). 
 
[0039] En otro aspecto, la invención se refiere a un método para la vacunación contra, o para la profilaxis o terapia 
(prevención o tratamiento) de una infección pneumovírica por administración de una cantidad terapéuticamente o 5 
profilácticamente efectiva de (una composición farmacéutica que comprende) los viriones de la invención tal y como 
se han definido anteriormente, u obtenible tal y como se ha definido anteriormente, a un sujeto que requiere 
profilaxis o terapia. Preferiblemente, los viriones se administran por vía intranasal. 
 
[0040] La invención de forma similar se refiere a viriones de la invención tal y como se ha definido anteriormente, u 10 
obtenibles tal y como se ha definido anteriormente, para su uso como un medicamento, preferiblemente un 
medicamento para la vacunación contra o para la profilaxis o terapia de una infección pneumovírica. La invención se 
refiere además al uso de los viriones de la invención en la producción de un medicamento para la vacunación contra 
o para la profilaxis o terapia de una enfermedad pneumovírica o infección. Preferiblemente el medicamento es una 
preparación para la administración intranasal. 15 
 
[0041] Las composiciones que comprenden los viriones de la invención para la vacunación se administran 
preferiblemente por vía intranasal a los huéspedes apropiados. En una forma de realización, los terneros se deben 
proteger de infecciones de RSV bovino. En otra forma de realización, los seres humanos, de los cuales 
preferiblemente bebés y personas mayores o individuos inmunocomprometidos se protegen de infecciones de RSV 20 
humano. Las formulaciones preferiblemente comprenden formulaciones adecuadas para la administración como 
gotas intranasales o spray, preferiblemente un spray nasal. Las partículas ΔG+G-pneumovirales en la composición 
infectarán a las células epiteliales del tracto respiratorio superior solo una vez debido a que los viriones de segunda 
generación producidos a partir de las células epiteliales de TRS infectadas inicialmente carecen de la proteína G de 
fijación para la que la secuencia codificante ha sido retirada del genoma. Estos ΔG-viriones no son por lo tanto 25 
infecciosos in vivo en organismos huésped. Sin embargo, el ciclo único inicial de infección permite el desarrollo de 
inmunidad celular apropiada - que es una respuesta capaz de clarificar la infección del virus de tipo salvaje - para su 
montaje contra el pneumovirus, o RSV en particular, mientras que los anticuerpos protectores contra F - es decir los 
anticuerpos que prevendrán la infección del tracto respiratorio inferior - serán obtenidos por la vacuna y la progenie 
no infecciosa. Los anticuerpos Anti-F son eficaces en la limitación de la infección de RSV, como se muestra por la 30 
eficacia del tratamiento con Palivimuzab, que es un anticuerpo monoclonal humanizado contra F. Esta es la base de 
la eficacia de las vacunas pneumovíricas atenuadas vivas recombinantes de la invención. Estas vacunas virales 
vivas resuelven un número de problemas asociados a vacunas candidatas de pneumovirus actuales. La presencia 
de la proteína G en su contexto natural en el virión permite el desarrollo de inmunidad celular apropiada mientras 
que los efectos indeseables de la inmunidad contra la proteína G aislada que es en gran medida responsable de la 35 
mejora inmune de la patología de RSV bovino y de RSV humano en el ganado bovino y en los seres humanos 
respectivamente, se evita. 
 
Descripción de las figuras 
 40 
[0042] 
 

Figura 1: Diagrama de construcción de pRSVXΔG. La línea superior representa ARN genómico de aislado X de 
RSV, con genes indicados. Las cajas por debajo representan productos de RT-PCR y dúplex de oligonucleótidos 
usados para la construcción. Los números dentro de las cajas indican los números de oligonucleótidos tal y como 45 
se enumeran en la tabla I. Los sitios de restricción introducidos para la clonación se indican. El esquema de 
clonación final se indica por debajo: los círculos son plásmidos y las flechas muestran el orden de clonación. 
 
Figura 2. Los alineamientos muestran las diferencias entre secuencias de aislado X de RSV y pRSVXΔG. Las 
secuencias se muestran como alineamiento de sentido genómico. Para pRSVXΔG solo los nucleótidos que 50 
difieren de aislado X de RSV son indicados. Secuencias similares se indican por puntos (.) y los espacios se 
indican por (-). Las señales de inicio de genes están subrayadas con una sola línea, las señales de parada de 
gen tienen doble subrayado, y los genes se indican en las leyendas. Las cajas perfilan los sitios de 
reconocimiento de enzimas de restricción resultantes de los cambios de nucleótidos introducidos. 
 55 
Figura 3. Identificación de marcadores de secuencia en los productos de amplificación RT-PCR de RSV, 
digeridos de digestiones: a) MluI, b) XmaI, c) SexA-I, d) SnaB-I.  
 
Figura 4. Curvas de crecimiento del aislado X de RSV y aislado X de ΔG-RSV. Células Vero (líneas continuas) y 
Hep-2 (líneas discontinuas) fueron infectadas con virus a MOI=0,1 e incubadas a 37°C. En los momentos 60 
temporales indicados, las células fueron cosechadas y títulos CCID50 fueron determinados en células Vero.  

 
Tabla I. Cebadores usados para clonación por RT-PCR de aislado X de RSV. 
 
Tabla II. Cebadores usados para la clonación de plásmidos auxiliares y para plásmidos usados para la 65 
construcción de líneas celulares estables. 
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Tabla III. Cebadores usados para RT-PCR de diagnóstico en el ARN de células Vero infectadas con RSV. 
 
Tabla IV. Resultados de los experimentos de inmunización de ratas de algodón, protección contra la 
infección con RSV y patología inducida por RSV por inmunización de aislado X de ΔG-RSV. 5 

 
Ejemplos 
 
[0043] La invención actual se ilustra por los ejemplos no limitativos siguientes que se usan meramente para ilustrar 
las formas de realización específicas de la invención y no deberían leerse como limitantes del alcance general o de 10 
cualquier aspecto de la invención. 
 
Ejemplo 1 
 
Aislado viral, aislamiento, propagación y almacenamiento del virus 15 
 
[0044] La base para el clon de RSV humano recombinante es un aislado de RSV clínico, obtenido del laboratorio de 
diagnóstico del Leiden University Medical Centre. Este virus, denominado 98-25147-X, codificado del paciente del 
que se aisló, se derivó de una prueba diagnóstica en células Hep-2 en el periodo del 21-24 de diciembre de 1998. 
Más tarde se determinó que era un aislado de subtipo A y se designó aislado X de RSV. El virus fue transferido 4 20 
veces en células Hep-2 en frascos T75 en DMEM (Gibco), 10% FCS, pen/estrep/glu y posteriormente cinco veces en 
células Vero en frascos T75 en DMEM (Gibco), 10% FCS, pen/estrep/glu. El virus de aislado X de RSV resultante 
fue usado como material de trabajo y almacenado a -13500C en 25% o 45% de sacarosa. 
 
Ejemplo 2 25 
 
Construcción de ADNc de RSV-X que codifica genoma viral 
 
[0045] ARN total se obtuvo por extracción de isotiocianato de fenol-guanidina (Trizol; Invitrogen) de células Vero 
infectadas con aislado X de RSV del caldo. ADNc se preparó por transcripción inversa usando transcriptasa inversa 30 
de Thermoscript (Invitrogen) usando cebadores de hexámero aleatorios. Este ADNc fue usado como modelo para 
PCR usando Taq polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen) usando cebadores específicos que contenían sitios de 
reconocimiento de enzima de restricción (Tabla I y listado de secuencias). Los cebadores fueron diseñados basados 
en las secuencias publicadas de RSV-A2 (número de acceso del Genbank M74568) y RSV-RSS2 (número de 
acceso del Genbank U39662). 35 
 
[0046] Los productos de PCR se clonaron primero individualmente en vectores diferentes: pares de cebador, 
vectores, sitios de reconocimiento de enzima de restricción y el nombre de vector resultante se enumeran a 
continuación. 
 40 

RSV021/RSV047: vector pCAP (Roche), claramente en Mlu N1, pCAP3 (región SH/M/P) 
RSV018/019: vector pCAP, claramente en Mlu N1, pCAP2 (región G) 
RSV016/RSV017: PUC21, Mlu I /Bam HI, pUK5 (M2-2/M2-1/región F) 
RSV024/RSV025a: PUC21, Bam HI/Afl II, pUK1 (región NS2/NS1) 
RSV022/ RSV023: PUC21, EcoR V, pUK4 (región N) 45 
RSV014/ RSV015: PUC21, Kpn I/Mlu I, pUK2 (región L) 

 
[0047] Al menos dos clones individuales derivados de dos modelos de ADNc independiente fueron secuenciados; las 
regiones que contenían diferencias entre los dos clones fueron secuenciadas en un tercer clon. Si fue necesario, los 
clones se repararon utilizando técnicas de biología molecular estándar conocidas por la persona experta. Los 50 
productos de PCR adicionales que cubrían los sitios de unión de los cebadores usados para la clonación fueron 
obtenidos y secuenciados. Los terminales genómicos 5' fueron determinados por poli-adenilación de ARN genómico, 
seguido de RT-PCR con un oligo(d)T que contenía cebador ALG018: 
 

TTAAAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 55 
 
y un cebador de gen NS1 RSV 126: 
 

AATTCTGCAGGCCCATCTCTAACCAAAGGAGT. 
 60 
[0048] Este fragmento fue clonado en pUC21 usando Hind III/Pst I. El extremo 3' fue determinado por PCR de 
ligación RACE (amplificación rápida de extremos de ADNc). Todas las secuencias fueron ensambladas para 
producir la secuencia de consenso RSV-X (SEC ID N.º: 1). 
 
[0049] Todas las secuencias fueron confirmadas por secuenciación de ciclo de PCR utilizando el equipo terminador 65 
BigDye (Applied Biosysttems) y analizadas por un analizador genético ABI Prism 310.  
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Ejemplo 3 
 
Construcción de plásmido de longitud total de aislado X de ΔG-RSV 
 5 
[0050] El ADNc en toda su longitud que abarca el genoma del aislado X de RSV entero fue ensamblado por 
ligamiento secuencial de fragmentos de la PCR (figura 1). El extremo "remolque" está precedido por el promotor 
para la polimerasa de bacteriófago T7. Para generar los extremos 3' correctos, el extremo "líder" de ADNc se fusiona 
con la ribozima del virus de hepatitis delta (HDVR), seguido de un terminador de la transcripción de ARN-polimerasa 
T7 (véase figura 1). 10 
 
[0051] Primero, se fosforilaron dos conjuntos de oligómeros complementarios que codifican los oligonucleótidos 
RSV026/RSV027 y los oligonucleótidos RSV028/029 de HDVR y de terminador T7 con ADN quinasa T4, hibridados 
y ligados en el clon pUK1 (que contiene genes NS1/NS2) vía Rsr II /Not I, dando el plásmido pUK3. Luego, el 
fragmento Xma I/SexA I del clon pUK4 que contiene N fue ligado en el plásmido pUK3 vía Xma I/SexA I. Este 15 
plásmido (pUK6) contiene la región del gen N hasta la secuencia líder 3', fusionada a la HDVR y a un terminador T7. 
 
[0052] En segundo lugar, el fragmento Xma I/Eco RV del plásmido pCAP3 fue insertado en el plásmido pUK5 
usando Xma I y un sitio Hind III relleno. Este produce el plásmido pUK8. Posteriormente, pUK 8 fue digerido con 
BssH II y BsiW I, los extremos se rellenaron con polimerasa de Klenow y religados. Este plásmido contiene los 20 
genes M2-2, M2-1, F, SH, M y P y se denomina pUK9. 
 
[0053] Para sintetizar un vector de número de copias bajo para el ADNc del aislado X de RSV, dos oligómeros 
complementarios, RSV011: 
 25 

AGCTTGCGGCCGCGTCGACCCGGGACGCGTCGATCGGGTACCAT y RSV012: 
CGATGGTACCCGATCGACGCGTCCCGGGTCGACGCGGCCGCA fueron fosforiladas con ADN quinasa T4, 
hibridados e insertados en la fosfatasa alcalina tratada y Cla I /Hind III digirió el plásmido pACYC184 (New 
England Biolabs). El plásmido resultante se denomina pACiC184-MCS. Posteriormente un fragmento de Mlu I-
Knp I de pUK2 que contiene el promotor T7 y el gen L fue insertado, este plásmido intermedio se denomina 30 
pACYC1. Luego, la región desde el gen N hasta el la secuencia líder 3', incluyendo la secuencia de HDVR y 
terminador T7 fusionada de pUK6 se añadió a pACYC1 usando Xma I/Not I. Esto da el plásmido intermedio 
pACYC2. Finalmente, el fragmento Xma I /Mlu I de pUK9 con los genes M2-2, M2-1, F, SH, M y P fue insertado 
en pACYC2, dando el plásmido pACYC3, que comprende el genoma de RSV entero de la cepa X carente del 
gen G. El análisis de secuencias del último plásmido reveló una eliminación en la región HDVR, que fue 35 
reparada y el plásmido resultante se denominó pRSVXΔG. 

 
[0054] Además del constructo pRSVXΔG, el constructo pACYC24 fue generado donde el inserto del aislado X de 
RSV genómico se complementa de forma inversa mediante PCR inversa. A partir del constructo, el ARN de RSV 
antigenómico se puede sintetizar. En pACYC24, el promotor T7 precede a la secuencia 3'-líder, mientras que la 40 
HDVR y T7 terminador se fusionan en la secuencia 5'-remolque. 
 
[0055] Todos los sitios de reconocimiento de enzima de restricción usados para construir pRSVXΔG están 
localizados dentro de las regiones intergénicas de RSV y no alteran las secuencias codificantes o afectan a las 
señales de transcripción (como se muestra en la figura 2). 45 
 
Ejemplo 4 
 
Construcción de plásmidos auxiliares 
 50 
[0056] Los plásmidos auxiliares que expresan diferentes proteínas de RSV fueron construidos de la siguiente 
manera. Todos los genes necesarios se derivaron de la cepa de laboratorio RSV-A2 (ATCC #VR1302). El virus fue 
purificado en placa sobre células Hep-2 y posteriormente usado para infectar células Vero. El ARN total fue aislado 
de estas células por extracción de isotiocianato de fenol-guanidina (Trizol, Invitrogen) y sometido a RT-PCR usando 
Taq polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen) y un conjunto de cebadores específicos para genes de RSV L, P, N y 55 
M2-1 respectivamente (véase tabla II). Los productos de PCR fueron posteriormente clonados en plásmidos de 
expresión pcDNA3, pcDNA6 o pCI, usando los sitios de reconocimiento de enzima de restricción como se indica en 
la tabla II. Las secuencias de clon fueron confirmadas por secuenciación de ciclo de PCR utilizando el equipo 
terminador BigDye (Applied Biosysttems) y analizadas por un analizador genético ABI Prism 310. 
 60 
Ejemplo 5 
 
Construcción de líneas celulares Vero productoras de G 
 
[0057] Las líneas celulares que producen proteína G de RSV fueron construidas utilizando diferentes métodos:  65 
 

E04808827
07-03-2017ES 2 618 523 T3

 



 10 

En el método 1, el gen G de bien el aislado X de RSV-A2 o RSV, o el gen G de RSV-A2, donde el codón de 
iniciación de la traducción interna ha sido inhabilitado por modificación usando los cebadores RSV033 y 
RSV034, fueron clonados en el vector de expresión pcDNA3 o pcDNA6 (Invitrogen) usando RT-PCR en el ARN 
de células Vero infectadas con aislado X de RSV-A2 o de RSV usando cebadores como se indica en la tabla II. 
Los plásmidos fueron introducidos en células Vero usando agentes químicos CaCl2, coprecipitación, liposomas 5 
o electroporación (Ausubel 1989). Dos métodos para aislar las líneas celulares estables se usaron. En el primer 
método, 72 horas después de la transfección, las células se dividieron usando varias diluciones en el medio 
fresco que contenían medio selectivo, zeocina para pcDNA3 y blasticidina para pcDNA6. Las células fueron 
alimentadas con medio selectivo cada 3-4 días hasta que los focos celulares fueron identificados. Las colonias 
individuales fueron escogidas y transferidas a placas de 96 pocillos, o sembradas en varias diluciones para 10 
obtener células únicas en una placa de 96 pocillos. Las colonias resistentes a los antibióticos fueron evaluadas 
en la expresión de G de RSV por técnicas de inmunocoloración o FACS usando anticuerpos específicos de G 
de RSV. Las colonias que expresan G fueron transferidas, y fueron designadas como líneas celulares estables 
que expresan G. El segundo método comprende la selección de FACS usando anticuerpos específicos de G de 
RSV 72 horas después de la transfección. Las células que expresan G de RSV fueron sembradas en una 15 
dilución en serie para obtener células únicas en una placa de 96 pocillos y cultivadas con medio selectivo. Las 
colonias de célula única fueron transferidas en el medio selectivo y evaluadas posteriormente nuevamente para 
la expresión de G de RSV, dando como resultado la expresión de las líneas celulares G de RSV. En el método 
2, el sistema Flp-In (Invitrogen) se utiliza para producir células Vero con sitios de inserción de gen objetivo en 
posiciones cromosómicas que permiten niveles diferentes de expresión del gen objetivo. El gen G de RSV, 20 
derivado de los plásmidos del método 1 pero con una modificación (introducido usando el cebador RSV151: 
Tabla II) del codón de iniciación de la traducción de G que rodea la secuencia para permitir niveles de 
traducción más altos, se insertó en cada una de estas líneas celulares utilizando el método genérico de 
sistema, dando como resultado líneas celulares Vero que expresan de forma estable niveles diferentes de 
proteína G. En el método 3, las células Vero se hicieron transitoriamente para expresar la proteína G, bien por 25 
transfección con los plásmidos de expresión que contenían el gen G gen del método 1, o por infección con el 
virus vaccinia modificado Ankara (MVA) (Sutter 1992) o los virus fowlpox (Spehner 1990) que expresan la 
proteína G. 

 
Ejemplo 6 30 
 
Construcción de polimerasa T7 de bacteriófago produciendo líneas celulares 
 
[0058] El gen de polimerasa T7 de bacteriófago se amplifica por PCR a partir del plásmido pPRT7 (van Gennip 
1997), conteniendo el gen, usando cebadores ALG022 y ALG023 (Tabla II). El producto de PCR se clona en el 35 
vector pcDNA6b, usando Hind III/Xba I, dando el plásmido pc6T7pol. Las células Vero fueron transfectadas 
utilizando Lipofectamine 2000 según las recomendaciones del fabricante (Invitrogen). 72 Horas después de la 
transfección las células fueron divididas y se cultivaron en medio fresco que contenía blasticidina. Las células fueron 
alimentadas con medio fresco cada 3-4 días y se dividieron dos veces para obtener volúmenes de cultivo mayores. 
20 días después de la transfección, las células resistentes a la blasticidina fueron transfectadas con plásmido 40 
indicador pT7-IRES2-EGFP utilizando Lipofectamine 2000. Para la construcción del plásmido pT7-IRES2-EGFP, el 
primer plásmido pT7-EGFP fue construido por inserción vía HindIII/BamH1 en el plásmido p-EGFP-Nl (Clonetech) de 
un conjunto de oligómeros complementarios que codifican para la secuencia promotora T7 (ALG32:  
AGCTAATACGACTCACTATAGGGAGACGCGT y ALG33: GATCACGCGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATT). El 
plásmido pT7-IRES2-EGFP fue luego construido mediante clonación del fragmento T7-EGFP del plásmido pT7-45 
EGFP en el plásmido p-IRES2-EGFP vía Xma1-Not1. Las células que expresan EGFP fueron clasificadas por FACS 
y cultivadas en dilución limitada para obtener colonias de célula única. Colonias individuales que expresan ARN-
polimerasa T7 fueron evaluadas para estabilidad, cultivadas a mayores volúmenes de cultivo y almacenadas. 
 
Ejemplo 7 50 
 
Método para producir virus de aislado X de ΔG-RSV recombinante 
 
[0059] Células Hep-2 fueron cultivadas en DMEM + 10% FCS (suero de ternero fetal) + penicilina / estreptomicina / 
glutamina, mientras que células Vero y derivados de las mismas se cultivaron en M199 + 5% FCS + pen/estrep/glu. 55 
Las células se cultivaron durante toda la noche a 80% de confluencia en platos de 10 mm2 a 370C. Para células Vero 
y Hep-2, las células fueron infectadas con virus modificado Ankara-T7 (MVA-T7)(Sutter 1992, Wyatt 1995) o virus 
fowlpox-T7 (Britton 1996) en MOI = 3 (multiplicidad de infección 3) e incubadas a 320C durante 60 min antes de la 
transfección, para permitir la expresión de polimerasa T7 de bacteriófago. Las células (células Hep-2, Vero o Vero-
T7) fueron lavadas con medio de Optimem (Optimem 1 con glutamax, Invitrogen) y posteriormente transfectadas con 60 
plásmidos auxiliares que codifican los genes N, P, L y M2.1 de RSV y con plásmido pRSVXΔG, usando 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) en OPTIMEM (volumen total 500 µl). Las cantidades siguientes de plásmidos fueron 
adicionadas: 1,6 µg pRSVXΔG, 1,6 µg pcDNA6-A2-N, 1,2 µg pcDNA3-P, 0,4 µg pcDNA6-A2-L, 0,8 µg pcDNA6-A2-
M2.1. Después de 3-4 horas de incubación a 320C, 500 µl de medio Optimem con 2% de FCS fue añadido y las 
células fueron incubadas a 320 C durante 3 días. Las células se rasparon entonces y la mezcla de células raspadas 65 
y el medio que contenía el virus rescatado se usó para infectar cultivos frescos de células Vero o Hep-2 cultivadas 
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en DMEM + 2% FCS + pen/estrep/glu. El último procedimiento se repitió 4-5 veces para obtener caldos de virus de 
título elevado. 
 
[0060] La identidad del virus del aislado X de ΔG-RSV fue confirmada por RT-PCR en el ARN aislado de células 
Vero infectadas con aislado X de ΔG-RSV y digestión de los productos obtenidos con las enzimas de restricción 5 
únicas cuyo sitios de reconocimiento fueron introducidos en pRSVXΔG (figura 2). Aislado X de RSV fue usado como 
control. 
 
[0061] Para la identificación de marcadores de secuencia en el RSV, células Vero fueron infectadas con aislado X de 
RSV o con aislado X de ΔG-RSV con un MOI= 0,1. 72 horas después de la infección, ARN de sobrenadantes de 10 
cultivo fue aislado y usado como modelo para RT-PCR. Se diseñaron cebadores para flanquear los marcadores de 
secuencia insertados en el virus de aislado X de ΔG-RSV recombinante. Después de RT-PCR, los productos 
obtenidos fueron digeridos con las enzimas de restricción apropiadas. Los siguientes productos de digestión fueron 
obtenidos (figura 3): 
 15 

a) PCR con cebador RSV065 (GTCCATTGTTGGATTTAATC) y RSV093 
(CAAGATAAGAGTGTACAATACTGTC) y digestión con Mlu-I dio los fragmentos previstos de 937 pb para 
aislado X de RSV, y 459 y 478 pb para aislado X de ΔG-RSV 
b) PCR con cebadores RSV105 (GTTGGATTGAGAGACACTT) y RSV113 (AGTATTAGGCAATGCTGC) 
seguido de digestión con Xma-I dio los fragmentos previstos de 880 pb para aislado X de RSV, y 656 y 224 pb 20 
para aislado X de ΔG-RSV 
c) PCR con cebadores RSV112 (CCCAGTGAATTTATGATTAG) y RSV160 
(AATTGGATCCATGGACACAACCCACAATGA) y digestión con SexA-I dio los fragmentos previstos de 694 pb 
para aislado X de RSV, y 492 y 202 pb para aislado X de ΔG-RSV 
d) PCR con cebadores RSV098 (TGGTAGTTCTCTTCTGGCTCG) y RSV114 (ATCCCCAAGTCATTGTTCA) 25 
seguido de digestión con SnaB-I dio los fragmentos previstos de 1820 pb para aislado X de RSV, y 507 y 387 
pb para aislado X de ΔG-RSV. 
 

[0062] Las características de crecimiento de aislado X de ΔG-RSV en comparación con aislado X de RSV se 
determinaron en las células Vero y en Hep-2 (figura 4). 30 
 

Tabla III. Cebadores usados para RT-PCR de diagnóstico en el ARN de células Vero infectadas con RSV. 
 

Nombre de cebador Secuencia  
RSV065  GTCCATTGTTGGATTTAATC 
RSV093  CAAGATAAGAGTGTACAATACTGTC 
RSV098  TGGTAGTTCTCTTCTGGCTCG 

RSV105  GTTGGATTGAGAGACACTT 
RSV112  CCCAGTGAATTTATGATTAG 
RSV113  AGTATTAGGCAATGCTGC 
RSV114  ATCCCCAAGTCATTGTTCA 

RSV160  AATTGGATCCATGGACACAACCCACAATGA 
 
Ejemplo 8 35 
 
Método para producir virus de aislado X de ΔG+G-RSV recombinante 
 
[0063] Virus de aislado X de ΔG-RSV, derivado de células Vero transfectadas, se transfirió varias veces para 
obtener títulos de al menos 105 pfu/ml (unidades de formación de placas por ml). Diferentes MOI de este virus se 40 
usaron luego para infectar la línea de células Vero que produce la proteína G de RSV. El aislado X de ΔG+G-RSV 
resultante fue cosechado del medio y/o de las células y analizado para la presencia de la proteína G en los viriones 
por técnicas de inmunodetección. Títulos de infectividad fueron determinados en las células Vero o Hep-2, y la 
integridad del genoma ΔG fue determinada utilizando RT-PCR en el ARN de virus extraído de células infectadas con 
virus de aislado X de ΔG+G-RSV. El virus fue almacenado a -1350 C en 25% o 40% de sacarosa. 45 
 
Ejemplo 9 
 
Método para proteger en un modelo animal de rata de algodón contra la infección de RSV y patología 
inducida por el RSV por inmunización de aislado X de ΔG-RSV 50 
 
[0064] Se realizaron experimentos de protección en ratas de algodón (Sigmodon hispidus, de 5-6 semanas, 4-6 
animales por grupo y ambos sexos). En experimentos iniciales, se demostró que este animal era sensible a la 
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infección con el RSV y que exhibía una patología de pulmón mediada por vacuna grave como se describe en Prince, 
2001 y que imita de cerca la situación humana. Después de la aplicación intranasal del RSV, la patología de pulmón 
se caracterizó por inflamación infiltrada en y alrededor de los bronquios/bronquiolos e hiperplasia de epitelio. Se vio 
una patología más grave tras inmunización intramuscular con RSV-A2 inactivado con formalina seguida de una 
exposición intranasal con RSV-A2. Además de la patología anteriormente mencionada, se observó infiltrado 5 
perivascular y peribronquiolar y alveolitis, característico de una patología inmunomediada. Estas observaciones se 
usaron como referencia "interna" para todos los experimentos de inmunización y de exposición. La infección e 
inmunización de ratas algodoneras con preparaciones de RSV se hizo por vía intranasal, en ambos orificios de la 
nariz. Los pulmones de las ratas de algodón fueron examinados para patología con luz microscópicamente y títulos 
de virus en diferentes momentos a post-exposición o post-infección/inmunización se determinaron en células Vero 10 
usando diluciones en serie de homogenizados de pulmón con ELISA específica de RSV para producir títulos 
CCID50 e inmunocoloración usando abs específico de RSV para producir títulos pfu. Después de la inmunización 
dos veces con aislado X de ΔG-REV, las ratas de algodón estaban completamente protegidas contra la infección y la 
patología provocada por el aislado X de RSV en los pulmones. Los resultados de diferentes experimentos se 
resumen en la tabla IV. 15 
 

Tabla IV: 
 

      infección con: t1 V2 patología de pulmón 
día 5 post infección 

pulmón t3 

      ΔG-RSV 5 100 sí, moderado debajo 

      aislado X       detección 

      RSV-A2 5 100 sí, fuerte 2*5 

      aislado X de 
RSV  

5 100 sí, fuerte 4*5 

inmunización 
día 0 y 21 

t1 V2 exposición día 
42 

t1 V2 patología de pulmón 
día 5 post exposición 

pulmón t3 

2x ΔG-RSV 5 100 aislado X de 
RSV 

5 100 no debajo 

aislado X             detección 

simulado 100 aislado X de 
RSV 

5 100   sí, fuerte 5 

1: títulos de virus en registros pfu/ml 
2: volumen en µl por animal, que es la mitad de este volumen en cada orificio de la nariz 
3: títulos de virus en registros por gramo de pulmón, límite de detección es 102 CCID50 
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Listado de secuencias 25 
 
[0066] 
 
<110> NVI Nederlands Vaccin Instituut 
<120> Virus respiratorio sincitial con una deficiencia genómica complementada en 30 
Trans 
<130> P210823 pct 
<160> 33 
<170> PatentIn version 3.1 
<210> 1 35 
<211> 15213 
<212> DNA 
<213> Human respiratory syncytial virus 
<400> 1  

 40 
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<210> 2 
<211> 47 
<212> DNA 5 
<213> Artificial 
<400> 2 
aattggtacc taatacgact cactataggg acgagaaaaa aagtgtc    47 
<210> 3 
<211> 27 10 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 3 
ttaaacgcgt catcaaacta ttaactc    27 
<210> 4 15 
<211> 29 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 4 
aattacgcgt taagcattag gattgagtg    29 20 
<210> 5 
<211> 33 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 5 25 
ttaaggatcc gcgcgctatt attgcaaaaa gcc    33 
<210> 6 
<211> 27 
<212> DNA 
<213> Artificial 30 
<400> 6 
aattgcgcgc tttttaatga ctactgg    2 
<210> 7 
<211> 38 
<212> DNA 35 
<213> Artificial 
<400> 7 
ttaaggatcc gtacgttggg gcaaatgcaa acatgtcc    38 
<210> 8 
<211> 28 40 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 8 
ttaacccggg gcaaataaaa catcatgg    28 
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<210> 9 
<211> 46 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 9 5 
aattcgtacg tattgttagt cttaatatct tagttcattg ttatga    46 
<210> 10 
<211> 32 
<212> DNA 
<213> Artificial 10 
<400> 10 
aattcccggg atttttttta ttaactcaaa gc    32 
<210> 11 
<211> 43 
<212> DNA 15 
<213> Artificial 
<400> 11 
ttaaacctgg taagatgaaa gatggggcaa atacaaaaat ggc    43 
<210> 12 
<211> 38 20 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 12 
aattggatcc accaggtctc tccttaattt taaattac    38 
<210> 13 25 
<211> 65 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 13  

 30 
<210> 14 
<211> 28 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 14 35 
gtccgacctg ggcatccgaa ggaggacg    28 
<210> 15 
<211> 26 
<212> DNA 
<213> Artificial 40 
<400> 15 
acgtcctcct tcggatgccc aggtcg    26 
<210> 16 
<211> 68 
<212> DNA 45 
<213> Artificial 
<400> 16  

 
<210> 17 
<211> 71 50 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 17 
ggccgcaaaa aacccctcaa gacccgttta gaggccccaa ggggttattc ccttagccat    60 
ccgagtggac g    71 55 
<210> 18 
<211> 29 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 18 60 
ttaactcgag ttattcatta tgaaagttg    29 
<210> 19 
<211> 27 
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<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 19 
aattggtacc gggacaaaat ggatccc    27 
<210> 20 5 
<211> 27 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 20 
ttaatctaga ttgtaactat attatag    27 10 
<210> 21 
<211> 31 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 21 15 
aattggatcc ggggcaaata aatcatcatg g    31 
<210> 22 
<211> 29 
<212> DNA 
<213> Artificial 20 
<400> 22 
aattggatcc ggggcaaata caagatggc    29 
<210> 23 
<211> 31 
<212> DNA 25 
<213> Artificial 
<400> 23 
ttaactcgag attaactcaa agctctacat c    31 
<210> 24 
<211> 31 30 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 24 
aattggatcc ggggcaaata tgtcacgaag g    31 
<210> 25 35 
<211> 34 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 25 
ttaatctaga tcaggtagta tcattatttt tggc    34 40 
<210> 26 
<211> 26 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 26 45 
ttaatctaga agtaactact ggcgtg    26 
<210> 27 
<211> 44 
<212> DNA 
<213> Artificial 50 
<400> 27 
aattggatcc ggggcaaata caaacatgtc caaaaacaag gacc    44 
<210> 28 
<211> 32 
<212> DNA 55 
<213> Artificial 
<400> 28 
aattccatgg ggtccaaaac caaggaccaa cg    32 
<210> 29 
<211> 31 60 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 29 
aaaagtatac ttaatgtgat ttgtgctata g    31 
<210> 30 65 
<211> 44 

E04808827
07-03-2017ES 2 618 523 T3

 



 25 

<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 30 
ttttgtatac tggcagctat aatctcaact tcacttataa ttgc    44 
<210> 31 5 
<211> 27 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 31 
aatttctaga tttttaatga ctactgg    27 10 
<210> 32 
<211> 31 
<212> DNA 
<213> Artificial 
<400> 32 15 
ttaatctaga cgttacgcga acgcgaagtc c    31 
<210> 33 
<211> 41 
<212> DNA 
<213> Artificial 20 
<400> 33 
aattaagctt accatggaca cgattaacat cgctaagaac g    41 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Virión de un pneumovirus que comprende un genoma viral que tiene un gen de la proteína G de fijación eliminado 
o inactivado, donde el virión comprende una proteína G de fijación del mismo subgrupo viral que el genoma viral, en 
una forma y en una cantidad que es necesaria para la infectividad del virión. 5 
 
2. Virión según la reivindicación 1, donde el pneumovirus es un virus respiratorio sincitial. 
 
3. Virión según la reivindicación 1 o 2, donde la proteína G de fijación en el virión es homóloga del genoma viral. 
 10 
4. Virión según cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la mutación hace que el virus producido a partir de solo 
el genoma viral carezca de la proteína. 
 
5. Método para producir viriones pneumovíricos, los viriones comprenden un genoma viral que tiene un gen de 
proteína G de fijación eliminado o inactivado, donde el virión comprende una proteína G de fijación del mismo 15 
subgrupo viral que el genoma viral, en una forma y en una cantidad que es necesaria para la infectividad del virión, 
el método incluye las etapas de: 

(a) infección de un cultivo de una primera célula huésped con un pneumovirus que comprende un genoma viral 
que tiene un gen de proteína G de fijación eliminado o inactivado, donde la célula huésped comprende un 
vector de expresión que dirige la expresión en la célula huésped de una proteína G de fijación del mismo 20 
subgrupo viral que el genoma viral, en una forma y en una cantidad que es necesaria para la infectividad del 
virión; y, 
(b) recuperación de los viriones a partir del cultivo de la célula huésped infectada. 

 
6. Método según la reivindicación 5, donde el pneumovirus que se usa para infectar el cultivo de un cultivo de la 25 
primera célula huésped, se produce en un método que incluye las etapas de: 

(a) proporcionar a una segunda célula huésped uno o más vectores de expresión que dirigen la expresión en la 
célula huésped de: 

i) un ARN genómico viral que tiene un gen de proteína G de fijación eliminado o inactivado; 
ii) un complejo enzimático de polimerasa pneumovírica y opcionalmente una o más proteínas virales; y, 30 

(b) cultivo de la segunda célula huésped por la cual los viriones son producidos. 
 
7. Método según la reivindicación 6, que comprende además la amplificación de los viriones producidos por la 
segunda célula huésped por una o más etapas de infección celular utilizando células huésped que son iguales o 
diferentes de la segunda célula huésped. 35 
 
8. Método según las reivindicaciones 6 o 7, donde el ARN genómico viral es transcrito a partir de una copia de ADN 
viral que está bajo el control de un promotor de ARN-polimerasa dependiente del ADN de bacteriófago y donde la 
célula huésped está provista de un vector de expresión que dirige la expresión en la célula huésped de la ARN-
polimerasa dependiente del ADN de bacteriófago. 40 
 
9. Método según la reivindicación 8, donde la ARN-polimerasa dependiente del ADN de bacteriófago es la 
polimerasa el T7, T3 o SP6. 
 
10. Método según cualquiera de las reivindicaciones 6-9, donde el complejo enzimático de polimerasa pneumovírica 45 
al menos incluye las proteínas L, P, N. 
 
11. Método según cualquiera de las reivindicaciones 6-10, donde una o más proteínas virales es una proteína de 
membrana de matriz pneumovírica, preferiblemente la proteína M2-1. 
 50 
12. Método según cualquiera de las reivindicaciones 5-11, donde el pneumovirus es un virus respiratorio sincitial. 
 
13. Método según cualquiera de las reivindicaciones 5-12, donde la proteína G proteína de fijación en el virión es 
homóloga del genoma viral. 
 55 
14. Composición que comprende un virión tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-4, u obtenible 
en un método tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 5-13, y un portador farmacéuticamente 
aceptable. 
 
15. Uso de un virión tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para la producción de un 60 
medicamento para la prevención o el tratamiento de una infección pneumovírica. 
 
16. Uso según la reivindicación 15, el medicamento es una preparación para la administración intranasal. 
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