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DESCRIPCION

Vacunas atenuadas quiméricas humano-bovino del virus parainfluenza (PIV).
Referencias cruzadas a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de patente de Estados Unidos, No. de Serie
60/143.134, presentada por Bailly et al. el 9 de julio de 1999.

Antecedentes de la invencion

El virus paragripal humano tipo 3 (HPIV3) es una causa comin de graves infecciones del tracto respiratorio infe-
rior en lactantes y nifios menores de un afio. Es el segundo después del virus respiratorio sincitial (RSV) como causa
de hospitalizacién por enfermedad viral del tracto respiratorio inferior en este grupo de edad (Collins et al., en B.
N. Fields Virology, p. 1205-1243, 3rd ed., vol. 1., Knipe et al., eds., Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia, 1996;
Crowe et al., Vaccine13: 415-421, 1995; Marx et al., J. Infect. Dis. 176: 1423-1427, 1997). Las infecciones por este vi-
rus producen una morbilidad sustancial en nifios menores de 3 afios. El HPIV1 y el HPIV2 son los principales agentes
etiolégicos de la laringotraqueobronquitis (obstruccién laringea) y también pueden causar neumonias y bronquiolitis
graves (Collins et al., 1996, cita anterior). En un estudio a largo plazo durante un periodo de 20 afios, los HPIV1,
HPIV2, y HPIV3 se identificaron como agentes etioldgicos responsables del 6,0, 3,2, y 11,5%, respectivamente, de las
hospitalizaciones por enfermedad del tracto respiratorio que representan en total el 18% de las hospitalizaciones, y, por
esta razon, existe la necesidad de una vacuna eficaz (Murphy et al., Virus Res. 11: 1-15, 1988). Los virus paragripales
han sido identificados también en una importante proporcién de casos de derrames del oido medio inducidos viral-
mente en nifios con otitis media (Heikkinen et al., N. Engl. J. Med. 340: 260-264, 1999). Por tanto, existe la necesidad
de producir una vacuna contra estos virus que pueda prevenir la grave enfermedad del tracto respiratorio inferior y la
otitis media que acompaiian a estas infecciones por HPIV. Los HPIV1, HPIV2, y HPIV3 son serotipos definidos que
no provocan una inmunidad significativa de proteccidn cruzada. Los antigenos mayores protectores de los PIV son la
hemaglutinina (HN) y las glucoproteinas de fusién (F), que median en la unién, penetracion y liberacién del virus. La
proteccion frente a la reinfeccidn estd mediada principalmente por los anticuerpos neutralizantes del virus.

A pesar de los considerables esfuerzos realizados para desarrollar terapias vacunales eficaces contra el HPIV,
todavia no se han conseguido agentes vacunales aprobados que eviten la enfermedad relacionada con el HPIV. Las
perspectivas mds prometedoras hasta la fecha son las vacunas de virus vivos atenuados ya que éstas han demostrado
ser eficaces en los primates no humanos incluso en presencia de anticuerpos transferidos pasivamente, una situacioén
experimental que simula los que estan presentes en el lactante muy joven que tiene anticuerpos adquiridos de la madre
(Crowe et al., 1995, cita anterior; y Durbin et al., J. Infect. Dis. 179: 1345-1351, 1999a). Dos PIV3 vivos, atenuados,
candidatos para la vacuna, uno sensible a la temperatura (ts) derivado de la cepa JS de PIV3 natural (denominado
PIV3cp45) y una cepa de PIV3 bovino (BPIV3), estdn en evaluacion clinica (Karron et al., Pediatr. Infect. Dis. J.
15: 650-654, 1996; Karron et al., 1995a, cita anterior; Karron et al., 1995b, cita anterior). E1 BPIV3, candidato para
la vacuna, es atenuado, genéticamente estable e inmundgeno en lactantes humanos y en nifios. Un segundo PIV3,
candidato para la vacuna, el JS cp45, es un mutante adaptado al frio, de la cepa JS natural (wt) de HPIV3 (Karron et
al., 1995b, cita anterior; y Belshe et al., J. Med. Virol. 10: 235-242, 1982a). Este PIV3 vivo, atenuado, pasado por
frio (cp), candidato para la vacuna, presenta los fenotipos de sensibilidad a la temperatura (ts), de adaptacion al frio
(ca), y de atenuacion (att), que son estables después de la replicacién viral in vivo. El virus cp45 es protector frente
a la exposicién a PIV3 humano en animales experimentales y es atenuado, genéticamente estable, e inmundgeno en
lactantes humanos y nifios seronegativos (Belshe et al., 1982a, cita anterior; Belshe et al., Infect. Immun. 37: 160-165,
1982b; Clements et al., J. Clin. Microbiol. 29: 1175-1182, 1991; Crookshanks et al., J. Med. Virol. 13: 243-249, 1984,
Hall et al., Virus Res. 22: 173-184, 1992; Karron et al., 1995b, cita anterior). Puesto que estos virus PIV3 candidatos
para la vacuna son de origen bioldgico, no hay ningtin método probado para ajustar su nivel de atenuacién tanto como
seria necesario para una amplia aplicacion clinica.

Para facilitar el desarrollo de los PIV candidatos para la vacuna, la tecnologia del DNA recombinante ha hecho
posible recientemente recuperar virus infecciosos con RNA de cadena negativa a partir del cDNA (para revisiones,
véase Conzelmann, J. Gen. Virol. 77: 381-389, 1996; Palese et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 11354-11358,
1996). En este contexto, se ha descrito el rescate de virus recombinantes para el virus respiratorio sincitial infeccioso
(RSV), el virus de la rabia (RaV), el virus 5 de los monos (SV5), el virus de Rinderpest, el virus de la enfermedad de
Newcastle (NDV), el virus de la estomatitis vesicular (VSV), el virus del sarampién (MeV), el virus de la parotiditis
(MuV) y el virus Sendai (SeV) a partir de RNA antigenémico codificado por cDNA en presencia de proteinas viricas
esenciales (véase, por ejemplo, Garcin ef al., EMBO J. 14: 6087-6094, 1995; Lawson et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 92: 4477-4481, 1995; Radecke et al., EMBO J. 14: 5773-5784, 1995; Schnell et al., EMBO J. 13: 4195-4203,
1994; Whelan et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92: 8388-8392, 1995; Hoffman et al., J. Virol. 71: 4272-4277,
1997; Kato et al., Genes to Cellsl: 569-579, 1996, Roberts et al., Virology 247: 1-6, 1998; Baron et al., J. Virol.
71: 1265-1271, 1997; Publicacién internacional No. WO 97/06270; Collins et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:
11563-11567, 1995; solicitud de patente de Estados Unidos No. de Serie 08/892.403, presentada el 15 de julio de
1997 (correspondiente a la solicitud internacional publicada No. WO 98/02530 y con prioridad sobre las solicitudes
provisionales de Estados Unidos Nos. 60/047.634, presentada el 23 de mayo de 1997, 60/046.141, presentada el 9
de mayo de 1997, y 60/021.773, presentada el 15 de julio de 1996); solicitud de patente de Estados Unidos No.
de Serie 09/291.894, presentada el 13 de abril de 1999; solicitud provisional de patente de Estados Unidos No. de
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Serie 60/129,006, presentada el 13 de abril de 1999; solicitud provisional de patente de Estados Unidos No. de Serie
60/143.097, presentada por Bucholz et al. el 9 de julio de 1999; Juhasz et al., J. Virol. 71: 5814-5819, 1997; He et
al. Virology237: 249-260, 1997; Peters et al. J. Virol. 73: 5001-5009, 1999; Whitehead er al., Virology247: 232-239,
1998a; Whitehead et al., J. Virol. 72: 4467-4471, 1998b; Jin et al. Virology251: 206-214, 1998; Bucholz et al. J. Virol.
73:251-259, 1999; Whitehead et al., J. Virol. 73: 3438-3442, 1999, y Clarke et al., J. Virol. 74: 4831-4838, 2000).

En un aspecto mas especifico, se desarroll6 recientemente un método para producir HPIV con un fenotipo wt a
partir de cDNA, para recuperacion de la cepa JS de HPIV3 recombinante, infecciosa, (véase, por ejemplo, Durbin et
al., Virology235: 323-332, 1997a; solicitud de patente de Estados Unidos No. de Serie 09/083.793, presentada el 22
de mayo de 1998; solicitud provisional de Estados Unidos No. de Serie 60/047.575, presentada el 23 de mayo de 1997
(correspondiente a la publicacién internacional No. WO 98/53078), y solicitud provisional de Estados Unidos No. de
Serie 60/059.385, presentada el 19 de septiembre de 1997). En adicidn, estas descripciones admiten la manipulacién
genética de clones de cDNA virico para determinar la base genética de los cambios fenotipicos en mutantes bioldgicos,
por ejemplo, cuyas mutaciones en el virus HPIV3 cp45 especifican sus fenotipos ts, ca y att, y cuyos gen o genes o
segmentos gendmicos de BPIV3 especifican su fenotipo de atenuacién. Adicionalmente, estas descripciones y las
descripciones relacionadas hacen posible construir nuevos PIV candidatos para vacunas que tienen un amplio rango
de mutaciones diferentes y evaluar su nivel de atenuacién, inmunogenicidad y estabilidad fenotipica (véanse también,
solicitud provisional de patente de Estados Unidos No. de Serie 60/143.134, presentada por Bailly et al. el 9 de julio
de 1999; y solicitud de patente de Estados Unidos No. de Serie 09/350.821, presentada por Durbin et al. el 9 de julio
de 1999).

Asi, el PIV3 recombinante, natural, infeccioso (r)PIV3, asi como una serie de sus derivados, se han recuperado
ahora a partir de cDNA, y se han utilizado sistemas de genética reversa para generar virus infecciosos que llevan
mutaciones atenuantes definidas y para estudiar la base genética de atenuaciéon de los virus de vacuna existentes.
Por ejemplo, se ha visto que las tres sustituciones de aminoacidos encontradas en el gen L de cp45, individualmente
o en combinacién, especifican los fenotipos ts y de atenuacién. En otras regiones del PIV3 cp45, estan presentes
mutaciones ts y atenuantes adicionales. En adicién, se ha generado un PIV1 quimérico, candidato para la vacuna,
utilizando el sistema de rescate del cDNA de PIV3 reemplazando los campos de lectura abiertos (ORFs) de HN y F de
PIV3 con los del PIV1 en un cDNA de PIV3 de longitud completa que contiene las tres mutaciones atenuantes en L.
El virus quimérico recombinante derivado de este cDNA se denomina rPIV3-1.cp45L (Skiadopoulos et al., J. Virol.
72: 1762-1768, 1998; Tao et al., J. Virol. 72: 2955-2961, 1998; Tao et al., Vaccine 17: 1100-1108, 1999). El rPIV3-
1.cp45L era atenuado en los hamster e indujo un alto nivel de resistencia al enfrentamiento con PIV1. Se ha producido
un virus quimérico recombinante, denominado rPIV3-1.cp45, que contiene 12 de las 15 mutaciones de cp45, esto es,
que excluye las mutaciones que tienen lugar en HN y F, y que es altamente atenuado en el tracto respiratorio superior
e inferior de los hdmster (Skiadopoulos et al., Vaccinel8: 503-510, 1999a).

El BPIV3, que estd antigénicamente relacionado con el HPIV3, ofrece una propuesta alternativa para el desarrollo
de una vacuna de virus vivos atenuados para HPIV1, HPIV2, y HPIV3. La primera vacuna utilizada en los seres
humanos, el virus vaccinia vivo que se consideraba de origen bovino, fue desarrollada por Jenner hace casi 200 afios
para el control de viruela. Durante los dos siglos siguientes, el virus vaccinia tuvo éxito para controlar esta enfermedad
y desempeiié un papel esencial en la erradicacion final de la viruela. En esta propuesta “Jenneriana” para el desarrollo
de la vacuna, se utilizé como vacuna para los seres humanos un virus animal relacionado antigénicamente. Los virus
animales que se adaptan bien a su hospedador natural, a menudo no se replican con eficiencia en los seres humanos
y por tanto son atenuados. Actualmente, existe una falta de entendimiento sélido de la base genética para esta forma
de restriccién del rango de hospedadores. La evolucién de un virus en su hospedador mamifero o aviar tiene como
resultado una significativa divergencia de las secuencias de nucleétidos (nt) y de aminodcidos con las correspondientes
secuencias en el virus humano relacionado. Esta secuencia divergente, que consiste en un gran nimero de diferencias
de la secuencia, especifica el fenotipo de atenuacién del rango de hospedadores. Tener un fenotipo de atenuacién que se
basa en numerosas diferencias de secuencia es una propiedad deseable en un virus vacunal puesto que esto contribuiria
a la estabilidad del fenotipo de atenuacion del virus animal después de su replicacion en los seres humanos.

El rotavirus cuadrivalente recientemente autorizado es un ejemplo del método Jenneriano de desarrollo de una
vacuna en el que se ha encontrado que una cepa de rotavirus no humano, el rotavirus rhesus (RRV), es atenuada en los
seres humanos y es protectora frente al serotipo 3 humano con el que estd muy relacionada antigénicamente (Kapikian
et al., Adv. Exp. Med. Biol. 327: 59-69, 1992). Puesto que existia la necesidad de una vacuna multivalente que pudiera
inducir resistencia frente a cada uno de los cuatro principales serotipos de rotavirus humano, se modificé el método
Jenneriano construyendo tres virus reordenados utilizando técnicas genéticas convencionales de reordenamiento gé-
nico en cultivo de tejidos. Cada virus reordenado con gen individual contenia 10 genes de RRV mds un tinico gen de
rotavirus humano que codificaba el principal antigeno de neutralizacién (VP7) de los serotipos 1, 2, o 4. Se intentd
preparar la sustitucidon de un tnico gen de los RRV reordenados con las caracteristicas de atenuacion de este virus
de simio y la especificidad de neutralizacién de los serotipos de rotavirus humano 1, 2, o 4. La vacuna cuadrivalente
basada en la restriccion del rango de hospedadores del RRV simio en los seres humanos proporcioné un alto nivel
de eficacia frente a la infeccidn por rotavirus humano en lactantes y nifios pequefios (Perez-Schael et al., N. Engl. J.
Med. 337: 1181-1187, 1997). Sin embargo, el virus de la vacuna retiene una reactogenicidad media en los lactantes
seronegativos mas mayores que carecen de anticuerpos maternales, por lo tanto se estd desarrollando una segunda
generacion de vacuna Jenneriana, basada en la cepa UK de rotavirus bovino, para reemplazar a la vacuna de RRV
(Clements-Mann et al., Vaccine 17: 2715-2725, 1999).
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El método Jenneriano se estd explorando también para desarrollar vacunas para el virus paragripal tipo 1 y para el
virus de la hepatitis A que son atenuados e inmundgenos en primates no humanos (Emerson et al., J. Infect. Dis. 173:
592-597, 1996; Hurwitz et al., Vaccinel5: 533-540, 1997). Se utiliz6 el método Jenneriano para el desarrollo de una
vacuna viva atenuada para el virus de la gripe A pero fall6 para producir de forma consistente una vacuna atenuada
para uso en los seres humanos (Steinhoff et al., J. Infect. Dis. 163: 1023-1028, 1991). Como otro ejemplo, los virus
reordenados que contienen dos segmentos génicos que codifican las glucoproteinas de superficie hemaglutinina y
neuraminidasa procedentes de un virus de la gripe A humana y los seis segmentos génicos restantes procedentes de
virus A de la gripe aviar fueron atenuados en los seres humanos (Clements et al., J. Clin. Microbiol. 27: 219-222,
1989; Murphy et al., J. Infect. Dis. 152: 225-229, 1985; y Snyder et al., J. Clin. Microbiol. 23: 852-857, 1986). Esto
indica que uno o mads de los seis segmentos génicos del virus aviar atenuaban los virus de la gripe A aviar-humana para
los seres humanos. Los determinantes genéticos de esta atenuacion fueron cartografiados utilizando virus reordenados
que tienen un Unico segmento génico procedente de la atenuacion de un virus de la gripe A aviar y los genes restantes
procedentes de una cepa humana. Se demostré que las polimerasas (PB1, PB2) no estructurales (NS), y los genes M
contribufan al fenotipo de atenuacion de los virus de la gripe A aviar en los seres humanos (Clements et al., J. Clin.
Microbiol. 30: 655-662, 1992).

En otro estudio, la grave restriccién del rango de hospedadores del virus sincitial respiratorio bovino (BRSV) para
la replicacion en chimpancés se alivié s6lo ligeramente reemplazando las glucoproteinas F y G de BRSV con sus
homodlogas de HRSV. Esto indica que las F y G estdn implicadas en esta restriccién del rango de hospedadores, pero
que también estdn implicados uno o mds genes adicionales del RSV bovino (Buchholz et al., J. Virol. 74: 1187-1199,
2000). Esto ilustra que mas de un gen puede contribuir de forma imprevisible al fenotipo de restriccién del rango de
hospedadores de un virus mamifero o aviar en los primates.

La presente invencién proporciona una nueva base para atenuar un virus parental natural o mutante para uso co-
mo una vacuna frente a HPIV, en la que la atenuacién se basa completamente o en parte en los efectos del rango
de hospedadores, mientras que al menos uno o mds de los determinantes mayores antigénicos de la neutralizacion y
proteccion del virus quimérico es homélogo con el virus frente al cual se dirige la vacuna. Las proteinas HN y F de
BPIV3 estdn relacionadas cada una aproximadamente en un 80% por la secuencia de aminodcidos con sus corres-
pondientes proteinas de HPIV3 (Suzu et al., Nucleic Acids Res. 15: 2945-2958, 1987) y relacionadas en un 25% por
andlisis antigénico (Coelingh et al., J. Virol. 64: 3833-3843, 1990; Coelingh et al., J. Virol. 60: 90-96, 1986; van
Wyke Coelingh et al., J. Infect. Dis. 157: 655-662, 1988). Los estudios previos indicaron que dos cepas de BPIV3,
la cepa Kansas (Ka) y la cepa prototipo de la fiebre del transporte (SF), eran atenuadas para el tracto respiratorio
superior e inferior de los monos rhesus, y una de éstas, la cepa Ka, era atenuada en los chimpancés (van Wyke
Coelingh et al., 1988, cita anterior). La inmunizacién de primates no humanos con el virus Ka indujo anticuerpos
reactivos con HPIV3 e indujo resistencia a la replicacién del virus humano en el tracto respiratorio superior e in-
ferior de los monos (id). La subsiguiente evaluacién de la cepa Ka en los seres humanos indicé que el virus era
satisfactoriamente atenuado para los lactantes seronegativos, y retenia el fenotipo de atenuacién después de repli-
cacion en lactantes y nifios totalmente susceptibles (Karron et al., 1996, cita anterior; y Karron et al., 1995a, cita
anterior). Sus principales ventajas por tanto fueron que estaba satisfactoriamente atenuado para los lactantes y nifios
seronegativos totalmente susceptibles, y que su fenotipo de atenuacién era estable después de replicacién en los seres
humanos.

Sin embargo, el nivel de anticuerpos que inhiben la hemaglutinacién sérica, reactivos con HPIV3, inducidos en
los vacunados seronegativos que recibieron 10>° dosiss, infecciosas de cultivo de tejidos (TCID)s, de la cepa Ka de
BPIV3 fue 1:10,5, que era tres veces mds bajo que el de vacunados similares que recibieron una vacuna de HPIV3 viva
atenuada (Karron et al., 1995a, cita anterior; y Karron et al., 1995b, cita anterior). Este nivel mds bajo de anticuerpos
frente al virus humano inducidos por BPIV3 reflej6 en gran parte la divergencia antigénica entre HPIV3 y BPIV3
(Karron et al., 1996, cita anterior; y Karron et al., 1995a, cita anterior). No se han realizado estudios para determinar
la eficacia de la cepa Ka, candidato para la vacuna, frente a HPIV3 en los seres humanos, pero es probable que este
reducido nivel de anticuerpos reactivos con HPIV3 se refleje en un nivel reducido de eficacia protectora.

Aungque es claro que el BPIV3 tiene genes para el rango de hospedadores que restringen la replicacion en el tracto
respiratorio de los monos rhesus, chimpancés y seres humanos, permanecen desconocidas cuales de las proteinas o
secuencias no codificadoras bovinas contribuyen a esta restriccion de la replicacion por el rango de hospedadores.
Es posible que cualquiera de las proteinas o secuencias no codificadoras de BPIV3 puedan conferir un fenotipo del
rango de hospedadores. No es posible determinar con anticipacién qué genes o segmentos gendmicos conferirdn un
fenotipo de atenuacion. Esto sélo se puede conseguir por la sustitucién sistemdtica con secuencias codificadoras y
no codificadoras de BPIV3 de sus homdlogas de HPIV3 y por la evaluacién de los virus quiméricos recuperados
HPIV3/BPIV3 en monos rhesus o seres humanos seronegativos.

A pesar de los numerosos avances hacia el desarrollo de agentes vacunales eficaces frente a PIV serotipos 1, 2,
y 3, sigue existiendo una clara necesidad en la técnica de dispositivos y métodos adicionales para construir vacunas
seguras y eficaces para aliviar los graves problemas de salud atribuibles al PIV, particularmente las enfermedades entre
lactantes y nifios debidas a la infeccién por HPIV. Entre los desafios pendientes en este contexto, estd la necesidad
de dispositivos adicionales para generar candidatos para vacunas inmundgenos, adecuadamente atenuados, y genéti-
camente estables, para uso en diversas situaciones clinicas. Para facilitar estas metas, se deben ampliar los métodos
existentes para identificar e incorporar mutaciones atenuantes a las cepas de vacuna recombinante. Ademds, se re-
conoce que se pueden implementar métodos y composiciones para disefiar vacunas frente al PIV humano asi como
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disefiar nuevos candidatos para vacunas de uso veterinario. Sorprendentemente, la presente invencion satisface estas
necesidades y proporciona ventajas adicionales como se describe aqui mds adelante.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona virus paragripales (PIVs) quiméricos humano-bovinos que son infecciosos y
atenuados en los seres humanos y otros mamiferos. En aspectos relacionados, la invencién proporciona nuevos méto-
dos para disefiar y producir PIVs quiméricos humano-bovinos atenuados, que son titiles en diferentes composiciones
para generar una respuesta inmunitaria deseada frente a PIV en un hospedador susceptible a la infeccién por PIV.
Dentro de estos aspectos de la invencién estan incluidas nuevas moléculas de polinucleétidos aisladas, y vectores que
incorporan tales moléculas que comprenden un genoma o antigenoma de PIV quimérico incluyendo un genoma o
antigenoma “de fondo” de PIV parcial o completo, humano o bovino, combinado o integrado con uno o més genes o
segmentos gendmicos heterélogos de un virus PIV diferente. También se proporcionan dentro de la invencién métodos
y composiciones que incorporan PIV quiméricos humano-bovinos para la profilaxis y el tratamiento de la infeccién
por PIV.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencidn, se proporciona una molécula de polinucleétido aislada
que comprende un genoma o antigenoma de virus paragripal (PIV) quimérico que incluye un genoma o antigenoma
de fondo de PIV parcial o completo, de un PIV humano combinado con uno o méis genes o segmentos gendmicos
heter6logos de uno o mds PIV diferentes para formar un genoma o antigenoma de PIV quimérico humano-bovino en
el que al menos uno de los genes o segmentos genémicos heter6logos codifica una proteina mayor de la nucleocapsida
(N) del PIV bovino.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un virus paragripal (PIV) quiméri-
co humano-bovino infeccioso, que comprende una proteina mayor de la nucleocapsida (N), una fosfoproteina de la
nucleocdpsida (P), una proteina polimerasa de gran dimensién (L), y un genoma o antigenoma quimérico humano-
bovino codificado por el polinucledtido.

Preferiblemente, el PIV quimérico comprende ademds uno o mds genes o segmentos gendémicos heterélogos adi-
cionales que codifican una o més proteinas N, P, C, D, V, M, F, HN y/o L de PIV o fragmentos de las mismas.

Preferiblemente, dichos uno o més genes o segmentos gendmicos heter6logos incluyen un marco de lectura abierto
completo (ORF) de una o mds proteinas N, P, C, D, V, M, F, HN y/o L de PIV.

Preferiblemente, dichos uno o mas genes o segmentos gendmicos heterélogos incluyen un elemento regulador
heter6logo que comprende una regién extragénica de cabeza 3’ o de cola 5°, una sefial de partida del gen, una sefial
de final del gen, un sitio de edicién de RNA, una sefial de encapsidacién, una region intergénica, o una regién no
codificadoraen 3’ 05’.

Preferiblemente, un gen o segmento genémico heterélogo o bien sustituye a un gen o segmento genémico homo-
logo en un genoma o antigenoma de fondo de PIV parcial o completo;

se afiade de forma adyacente a una regidon o dentro de una regién no codificadora del genoma o antigenoma de
fondo de PIV parcial o completo;

se aflade o sustituye en una posicién correspondiente a una posicion de orden del gen natural, de un gen o segmento
gendmico homdlogo dentro del genoma o antigenoma de fondo de PIV parcial o completo; o bien

se aflade o sustituye en una posicidn que estd mas préxima al promotor o més distante del promotor en comparacién
con una posicion de orden del gen natural, de un gen o segmento genémico homdlogo dentro del genoma o antigenoma
de fondo de PIV parcial o completo.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma quimérico codifica una glucoproteina quimérica.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma de PIV quimérico humano-bovino codifica una glucoproteina quimérica
que tiene un ectodominio de glucoproteina de HPIV, un determinante antigénico o un epitopo inmundégeno.

Preferiblemente, el segmento gendmico heter6logo codifica un ectodominio de glucoproteina.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma quimérico se modifica ademds por adicién o sustitucién de uno o mas
genes o segmentos gendémicos heter6logos adicionales procedentes de un PIV humano dentro del genoma o antige-
noma quimérico, para aumentar la estabilidad genética o alterar la atenuacion, la reactogenicidad o el crecimiento en
cultivo del virus quimérico.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma se modifica ademds por introduccién de una o mds mutaciones atenuan-
tes identificadas en un PIV mutante de origen bioldgico u otro virus mutante no segmentado, con RNA de cadena
negativa.
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Preferiblemente, las mutaciones atenuantes, una o mds, se estabilizan mediante cambios multiples de nucleétidos
en un codén que especifica la mutacion.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma incorpora al menos una y hasta un complemento entero de mutaciones
atenuantes que especifican una sustitucién de aminodcido en la proteina L en una posicién correspondiente a Tyr 942,
Leu 992, o Thr 1558 de JS; en la proteina N en una posicién correspondiente a los residuos Val 96 o Ser 389 de JS; en
la proteina C, en una posicidn correspondiente a Ile 96 de JS; en la proteina M, en una posicién correspondiente a Pro
199 de JS; en la proteina F, en una posicion correspondiente a los residuos Ile 420 o Ala 450 de JS; en la proteina HN,
en una posicion correspondiente al residuo Val 384 de JS; una sustitucién de nucleétido en una secuencia lider en 3’
del virus quimérico en una posicién correspondiente al nucleétido 23, 24, 28, o 45 de JS cp45; y/o una mutacién en
una secuencia de partida del gen N en una posicion correspondiente al nucledtido 62 de JS cp45.

Preferiblemente, una mutacién atenuante adicional altera uno o més de los genes N, P, C, D, V, M, F, HN y/o L de
PIV y/o una regién de cabeza en 3’, de cola en 5°, un sitio de edicién de RNA, una sefial de encapsidacién y/o una
region intergénica.

Preferiblemente, uno o méis genes del genoma o antigenoma quimérico se delecionan en su totalidad o en parte o
la expresion de los genes se reduce o se elimina por una mutacioén en un sitio de edicién de RNA, por una mutacién
por desplazamiento del marco de lectura, por una mutacién que altera un aminodcido especificado por un codén de
iniciacién, o por introduccién de uno o mas codones de terminacién en un marco de lectura abierto (ORF) del gen.

Preferiblemente, se introduce una modificacién en el genoma o antigenoma quimérico que comprende una delecién
parcial o completa de uno o mas ORF de C, D y/o V o uno o mds cambios de nucledtidos, que reduce o elimina la
expresion de dichos uno o mds ORF de C, D y/o V.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma quimérico se modifica para codificar una molécula no PIV seleccionada
entre una citocina, un epitopo ayudador de los linfocitos T, un marcador de sitio de restriccion, o una proteina de un
patégeno microbiano capaz de provocar una respuesta inmunitaria protectora en un mamifero hospedador.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma quimérico comprende ademds uno o mas genes o segmentos genémicos
heter6logos que codifican uno o mas determinantes antigénicos de uno o mas patégenos heterélogos.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma de fondo es un genoma o antigenoma de HPIV3 parcial o completo y
los genes o segmentos gendmicos heter6logos que codifican los determinantes antigénicos son de uno o mds HPIVs
heterdlogos.

Preferiblemente, el patégeno heterélogo se selecciona entre el virus del sarampidn, los virus sincitiales respiratorios
subgrupo A y subgrupo B, el virus de la parotiditis, los virus del papiloma humano, los virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 y tipo 2, los virus del herpes simple, el citomegalovirus, el virus de la rabia, el virus de Epstein Barr,
los filovirus, los buniavirus, los flavivirus, los alfavirus y los virus de la gripe.

Preferiblemente, uno o més determinantes antigénicos se seleccionan de los genes o segmentos gendémicos de
HPIV1 o HPIV2 que codifican una o mds glucoproteinas HN y/o F o dominios antigénicos, fragmentos o epitopos de
las mismas y se afiaden o se incorporan dentro del genoma o antigenoma de fondo de HPIV3 parcial o completo.

Preferiblemente, ambos genes de HPIV1 que codifican las glucoproteinas HN y F, sustituyen a los genes homdlogos
HN y F de HPIV3 en un genoma o antigenoma de fondo de HPIV3 para formar un genoma o antigenoma de HPIV3-
1 quimérico que se modifica después por adicién o incorporacién de uno o mds genes o segmentos genémicos que
codifican uno o mds determinantes antigénicos de HPIV2.

Preferiblemente, se afiade al genoma o antigenoma quimérico una unidad de transcripcién que comprende un
marco de lectura abierto (ORF) de un gen HN o F de HPIV2.

Preferiblemente, dichos uno o mds determinantes antigénicos heter6logos se seleccionan entre las proteinas HA y
F del virus del sarampidn, las proteinas F, G, SH y M2 del virus sincitial respiratorio subgrupo A o subgrupo B, las
proteinas HN y F del virus de la parotiditis, la proteina L1 del virus del papiloma humano, la proteina gp160 del virus
de la inmunodeficiencia humana tipo 1 o tipo 2, las proteinas gB, gD, gE, gG, gH, gI, gJ, gK, gL, y gM del virus del
herpes simple y citomegalovirus, la proteina G del virus de la rabia, la proteina gp350 del virus de Epstein Barr, la
proteina G de filovirus, la proteina G de buniavirus, las proteinas E y NS1 de flavivirus y la proteina E de alfavirus, y
los dominios antigénicos, fragmentos y epitopos de las mismas.

Preferiblemente, el patégeno heterdlogo es el virus del sarampidn, y el determinante o determinantes antigénicos
heter6logos se seleccionan entre las proteinas HA y F del virus del sarampidn, y los dominios antigénicos, fragmentos
y epitopos de las mismas.

Preferiblemente, se afiade una unidad de transcripcién que comprende un marco de lectura abierto (ORF) de un
gen HA del virus del sarampién, a un genoma o antigenoma quimérico que comprende un genoma o antigenoma de
fondo de HPIV3.
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Preferiblemente, el PIV quimérico incorpora un gen o segmento genémico procedente del virus sincitial respirato-
rio (RSV).

Preferiblemente, el gen o segmento gendémico procedente del RSV codifica una glucoproteina F y/o G de RSV o
dominios inmunégenos o epitopos de la misma.

Preferiblemente, el PIV quimérico es un virus o una particula subviral.

Preferiblemente, uno o mds genes de las glucoproteinas HN y/o F de HPIV estan sustituidos por sus genes homo-
logos de las glucoproteinas HN y/o F de BPIV en el genoma o antigenoma quimérico.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién inmundgena para provocar
una respuesta inmunitaria frente a PIV que comprende una cantidad inmunogénicamente suficiente del PIV quimérico
en un vehiculo fisiolégicamente aceptable.

Preferiblemente, la composicién inmundgena se formula en una dosis de 10° a 107 PFU.

Preferiblemente, la composicién inmundgena se formula para administracion al tracto respiratorio superior por
pulverizacién, gotitas o aerosol.

Preferiblemente, el PIV quimérico provoca una respuesta inmunitaria frente a uno o mds virus seleccionados entre
HPIV1, HPIV2 y HPIV3.

Preferiblemente, el PIV quimérico provoca una respuesta inmunitaria frente a HPIV3 y otro virus seleccionado
entre HPIV1 y HPIV2.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidn, se proporciona una molécula de polinucleétido aislada que
comprende un polinucledtido que codifica un genoma o antigenoma de un PIV quimérico.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidn, se proporciona un método para producir una particula de
PIV quimérica atenuada infecciosa a partir de una o mas moléculas de polinucleétido aisladas que codifican dicho 7
PIV, que comprende: la expresion en un lisado celular o libre de células de un vector de expresién que comprende un
polinucleétido aislado segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 o 36 y las proteinas N, P, y L de PIV.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma de PIV quimérico y las proteinas N, P, y L son expresados por dos o mas
vectores de expresion diferentes.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencion, se proporciona un vector de expresién que compren-
de un promotor de transcripcién ligado de forma funcional, una secuencia de polinucleétidos y un terminador de
transcripcion.

Se describe asi un método para desarrollar PIVs vivos atenuados candidatos para la vacuna, basado en quimeras
entre HPIVs y BPIV3. Las quimeras se generan utilizando un sistema de recuperacion del virus basado en el cDNA.
Los virus recombinantes preparados a partir de cDNA se replican independientemente y se propagan de la misma
manera que si fueran virus de origen bioldgico. Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invencién se preparan
por ingenieria recombinante para incorporar secuencias de nucledtidos procedentes de cepas de PIV tanto humanas
como bovinas para producir un virus o particula subviral quimérico, infeccioso. De esta manera, los virus candidatos
para la vacuna se preparan por ingenieria recombinante para provocar una respuesta inmunitaria frente a PIV en un
mamifero hospedador susceptible a la infeccidn por PIV, incluyendo los seres humanos y los primates no humanos. El
PIV quimérico humano-bovino segiin la invencién puede ser preparado para provocar una respuesta inmunitaria frente
a un PIV especifico, por ejemplo, HPIV3, o una respuesta poliespecifica frente a mdltiples PIVs, por ejemplo, HPIV1
y HPIV3. Se pueden disefiar virus quiméricos adicionales de acuerdo con lo expuesto aqui, que sirven como vectores
para antigenos de patégenos no PIV, por ejemplo el virus sincitial respiratorio (RSV) o el virus del sarampion.

Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invencién tomados como ejemplo, incorporan un genoma o antigenoma
de PIV quimérico que comprende secuencias de polinucleétidos tanto humanas como bovinas, asi como una proteina
mayor de la nucleocdpsida (N), una fosfoproteina (P) de la nucleocdpsida, y una proteina polimerasa de gran dimen-
sién (L). Se pueden incluir proteinas adicionales de PIV en diferentes combinaciones para proporcionar un intervalo
de particulas subvirales infecciosas, hasta una particula viral completa o una particula viral que contiene proteinas
supernumerarias, determinantes antigénicos u otros componentes adicionales.

Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invencién incluyen un genoma o antigenoma “de fondo” de PIV parcial
o completo derivado o copiado de una cepa o subgrupo de virus PIV humano combinado con uno o mds genes o
segmentos gendmicos heterélogos de una cepa o subgrupo de virus PIV diferente para formar el genoma o antigenoma
de PIV quimérico humano-bovino. En aspectos preferidos de la invencién, el PIV quimérico incorpora un genoma o
antigenoma de fondo de PIV humano parcial o completo, combinado con uno o mas genes o segmentos genémicos
heterélogos procedentes de un PIV bovino.
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El genoma o antigenoma de fondo, parcial o completo, actda tipicamente como un esqueleto receptor o vector
al cual se importan los genes o segmentos gendmicos heterélogos del PIV humano o bovino homdélogo. Los genes
o segmentos gendmicos heter6logos procedentes del PIV homdélogo humano o bovino representan los genes o po-
linucledtidos “donantes” que se combinan con, o se sustituyen dentro del genoma o antigenoma de fondo, para dar
un PIV quimérico humano-bovino que presenta nuevas caracteristicas fenotipicas en comparacién con uno o ambos
de los PIVs contribuyentes. Por ejemplo, la adicién o sustitucién de genes o segmentos gendmicos heterélogos den-
tro de una cepa de PIV receptora seleccionada puede producir un aumento o reduccién en la atenuacion, cambios
en el crecimiento, alteracién de la inmunogenicidad, u otros cambios fenotipicos deseados en comparaciéon con el
correspondiente fenotipo o fenotipos del receptor y/o donante utilizado.

Los genes y segmentos gendmicos que se pueden seleccionar para utilizar como sustituciones o adiciones heteré-
logas dentro del PIV quimérico humano-bovino de la invencidn, incluyen genes o segmentos genémicos que codifican
las proteinas N, P, C, D, V, M, F, SH (cuando sea apropiado), HN y/o L de PIV o porciones de las mismas. Ademas,
los genes y segmentos genémicos que codifican proteinas no PIV, por ejemplo, una proteina SH que se encuentra en el
virus de la parotiditis y en el SV5, se pueden incorporar dentro del PIV humano-bovino de la invencién. Las regiones
reguladoras, tales como las regiones extragénicas de cabeza 3’ o de cola 5°, y las regiones de partida del gen, de fin
del gen, las regiones intergénicas, o las regiones no codificadoras en 3’ 0 5’, son ttiles también como sustituciones o
adiciones heterdlogas.

Los PIV quiméricos humano-bovinos preferidos como candidatos para la vacuna, llevan uno o mas de los determi-
nantes mayores antigénicos de HPIV3 en un fondo que esta atenuado por la sustitucién o adicién de uno o mas genes
o segmentos genémicos de BPIV3. Los antigenos mayores protectores de los PIV son sus glucoproteinas HN y F,
aunque también otras proteinas pueden contribuir a una respuesta inmunitaria protectora. En ciertas realizaciones, el
genoma o antigenoma de fondo es un genoma o antigenoma de HPIV, por ejemplo, un genoma o antigenoma de fondo
de HPIV3, HPIV2, o HPIV1, al cual se afiade o en el cual estan sustituidos uno o mas genes o segmentos gendémicos
de BPIV, preferiblemente de BPIV3. En un ejemplo de realizacién descrito mds adelante, un ORF del gen N de un
BPIV3 sustituye al de un HPIV.

De acuerdo con los métodos de la invencidn, cualquier gen o segmento gendémico de BPIV, individualmente o en
combinacién con uno o mas genes distintos de BPIV, se puede combinar con secuencias de HPIV para llegar a un
PIV quimérico humano-bovino, candidato para la vacuna. Cualquier HPIV, incluyendo diferentes cepas de un serotipo
particular de HPIV, por ejemplo, HPIV3 serd un aceptor razonable para atenuar el gen o los genes de BPIV. En general,
los genes o segmentos genémicos de HPIV3 seleccionados para inclusién en un PIV quimérico humano-bovino para
uso como una vacuna frente a PIV humano, incluirdn uno o més de los antigenos protectores de HPIV tales como las
glucoproteinas HN o F.

En aspectos de la invencién que se pueden tomar como ejemplo, el PIV quimérico humano-bovino que lleva
uno o mas genes o segmentos gendmicos bovinos presenta un alto grado de restriccion del rango de hospedadores,
por ejemplo, en modelos mamiferos de infeccién por PIV humano en el tracto respiratorio, tales como primates no
humanos. En las realizaciones que se pueden tomar como modelo, un PIV humano es atenuado por la adicién o
sustitucién de uno o més genes o segmentos genémicos bovinos a un genoma o antigenoma de fondo de PIV humano
parcial o completo, por ejemplo, de HPIV3. En un ejemplo, el gen N de HPIV3 est4 sustituido por el gen N de BPIV3
para dar un nuevo PIV quimérico humano-bovino, candidato para la vacuna.

Preferiblemente, el grado de restriccion del rango de hospedadores presentado por los PIVs quiméricos humano-
bovinos, candidatos para la vacuna, de la invencién, es comparable al grado de restriccidon del rango de hospedadores
presentado por la respectiva cepa parental o “donante” de BPIV. Preferiblemente, la restriccién deberia tener un ver-
dadero fenotipo del rango de hospedadores, esto es, deberia ser especifica para el hospedador en cuestién y no deberia
restringir la replicacion ni la preparacion de la vacuna in vitro en una linea celular adecuada. Ademas, el PIV quimé-
rico humano-bovino que lleva uno o més genes o segmentos gendmicos bovinos provoca un alto nivel de resistencia
en hospedadores susceptibles a la infeccién por PIV. Asi, la invencién proporciona una nueva base para atenuar una
vacuna de virus vivos frente a PIV, que se basa en los efectos del rango de hospedadores debidos a la introduccién de
uno o mas genes o segmentos genémicos procedentes de un PIV heterélogo, por ejemplo, entre HPIV3 y BPIV3.

En aspectos relacionados de la invencién, el PIV quimérico humano-bovino incorpora uno o mas genes heterélo-
gos que codifican las glucoproteinas HN y/o F de HPIV. Alternativamente, el PIV quimérico puede incorporar uno o
mads segmentos gendmicos que codifican un ectodominio (y alternativamente un dominio citoplasmatico y/o un domi-
nio transmembranal), o epitopo inmundgeno de las glucoproteinas HN y/o F de un HPIV. Estas proteinas, dominios
y epitopos inmundgenos son particularmente utiles en el PIV quimérico humano-bovino porque generan nuevas res-
puestas inmunitarias en un hospedador inmunizado. En particular, las proteinas HN y F, y los dominios y epitopos
inmunégenos de ellas, proporcionan antigenos mayores protectores.

El PIV quimérico humano-bovino puede incorporar adicionalmente un gen o segmento genémico que codifica una
proteina inmundgena, un dominio o epl’topo de proteina procedente de multiples cepas de PIV humano, por ejemplo
dos proteinas HN o F o porciones inmundgenas de las mismas cada una de un HPIV diferente, por ejemplo HPIV1
o HPIV2. Alternativamente, una glucoproteina o determinante i 1nmun0gen0 puede ser proporcionado a partir de un
primer HPIV, y una segunda glucoproteina o determinante inmundgeno puede ser proporcionado a partir de un segundo
HPIV mediante sustitucién sin la adicién de un polinucleétido que codifica una glucoproteina o determinante extra,
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al genoma o antigenoma. La sustitucién o adicién de glucoproteinas y determinantes antigénicos de HPIV se puede
conseguir también mediante la construcciéon de un genoma o antigenoma que codifica una glucoproteina quimérica
en el virus o particula subviral recombinante, por ejemplo que tiene un epitopo inmundgeno, regién antigénica o
ectodominio completo de un primer HPIV fusionado con un dominio citoplasmético de un HPIV heterélogo. Por
ejemplo, un segmento genémico heterélogo que codifica un ectodominio de glucoproteina a partir de una glucoproteina
HN o F de HPIV1 o HPIV2 se puede unir con un segmento gendmico que codifica un endodominio citoplasmético
correspondiente de una glucoproteina HN o F de HPIV3 en el genoma o antigenoma de fondo.

En realizaciones alternativas, un genoma o antigenoma de PIV quimérico humano-bovino puede codificar una
glucoproteina quimérica, sustituta, extra, o un determinante antigénico de la misma en el virus o particula subviral,
para dar un recombinante viral que tiene glucoproteinas, dominios de glucoproteina, o epitopos inmundgenos, tanto
humanos como bovinos.

Asi, segtin los métodos de la invencién, se puede construir el PIV quimérico humano-bovino haciendo que el gen
o segmento gendmico heterélogo sustituya a un gen o segmento genémico homdlogo en un genoma o antigenoma
de fondo de PIV parcial. Alternativamente, se puede afiadir el gen o segmento gendmico heter6logo may como un
gen o segmento gendmico supernumerario en combinacién con un genoma o antigenoma de fondo de PIV completo
(o parcial si estd delecionado otro gen o segmento gendmico). Por ejemplo, se pueden incluir dos genes HN o F o
segmentos gendmicos de PIV humano, uno de cada HPIV2 y HPIV3.

A menudo, se afiade un gen o segmento gendmico heterélogo cerca de una posicion intergénica dentro de un geno-
ma o antigenoma de fondo de PIV parcial o completo. Alternativamente, se puede colocar el gen o segmento gendmico
en otras regiones no codificadoras del genoma, por ejemplo, dentro de las regiones no codificadoras en 5’ 0 3’ 0 en
otras posiciones en las que aparecen nucleétidos no codificadores dentro del genoma o antigenoma parcial o completo.
En un aspecto, las regiones reguladoras no codificadoras contienen sefiales que actian en cis necesarias para una repli-
cacion, transcripcion, y traduccidn eficientes, y representan por tanto sitios diana para la modificacién de estas funcio-
nes mediante la introduccién de un gen o segmento gendmico heter6logo u otra mutacién como se describe aqui.

Se pueden introducir mutaciones atenuantes en las regiones reguladoras que actian en cis para dar, por ejemplo,
(1) una atenuacion especifica del tejido (Gromeier et al., J. Virol. 73: 958-964, 1999; Zimmermann et al., J. Virol.
71: 4145-4149, 1997), (2) un aumento de la sensibilidad al interferon (Zimmermann et al., 1997, cita anterior),
(3) sensibilidad a la temperatura (Whitehead et al., 1998a, cita anterior), (4) una restriccién general en el nivel de
replicacién (Men et al., J. Virol. 70: 3930-3937, 1996; Muster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA88: 5177-5181,
1991), y/o (5) una restriccion de la replicacion especifica del hospedador (Cahour et al., Virology207: 68-76, 1995).
Estas mutaciones atenuantes se pueden conseguir de varias maneras para producir un PIV quimérico humano-bovino
atenuado, por ejemplo mediante mutaciones puntuales, trueques de secuencias entre virus relacionados, o deleciones
de nucleétidos.

En otros métodos alternativos adicionales proporcionados aqui, se puede afadir un gen o segmento gendémico
heter6logo o se puede sustituir en una posicién, correspondiente a una posiciéon de orden del gen natural, de un gen
o segmento gendmico homologo dentro del genoma o antigenoma de fondo de PIV parcial o completo. En otras
realizaciones, el gen o segmento gendmico heter6logo es afiadido o sustituido en una posicién que estd mas préxima
al promotor o mds distante del promotor, en comparacién con una posiciéon de orden del gen natural, de un gen o
segmento genémico homdlogo dentro del genoma o antigenoma de fondo, para aumentar o reducir respectivamente,
la expresion del gen o segmento gendmico heterélogo.

En los aspectos generales de la invencién, se pueden afiadir genes o segmentos genémicos bovinos o pueden ser
sustitutos dentro de un fondo de PIV humano para formar un PIV quimérico humano-bovino atenuado.

En los aspectos preferidos, uno o mas genes o segmentos genémicos del PIV bovino sustituyen a genes o segmentos
genémicos homologos dentro de un genoma o antigenoma de fondo de PIV humano.

De un modo paralelo, los PIV quiméricos humano-bovinos de la invencién se pueden disefiar facilmente como
“vectores” para incorporar determinantes antigénicos de diferentes patégenos, incluyendo mas de una cepa o grupo de
PIV (por ejemplo, ambos, PIV3 humano y PIV1 humano), virus sincitial respiratorio (RSV), sarampién y otros paté-
genos (véase, por ejemplo, la solicitud provisional de patente de Estados Unidos No. de Serie 60/170,195, presentada
el 10 de diciembre de 1999 por Murphy et al.)

En combinacién con los efectos fenotipicos del rango de hospedadores proporcionados en el PIV quimérico hu-
mano-bovino de la invencién, a menudo es deseable ajustar el fenotipo de atenuacién introduciendo mutaciones adi-
cionales que aumentan o reducen la atenuacion del virus quimérico. Asi, en aspectos adicionales de la invencién, se
producen PIV quiméricos humano-bovinos atenuados, en los que el genoma o antigenoma quimérico se modifica ade-
mads introduciendo una o mas mutaciones atenuantes que especifican un fenotipo de atenuacion en el virus o particula
subviral resultante. Estas pueden incluir mutaciones en las secuencias reguladoras del RNA o en las proteinas codifi-
cadas. Estas mutaciones atenuantes se pueden generar de novo y se pueden ensayar en cuanto a los efectos atenuantes
segun un disefio racional de estrategia de mutagénesis. Alternativamente, las mutaciones atenuantes se pueden identi-
ficar en los PIV mutantes de origen bioldgico existentes y después se pueden incorporar a un PIV quimérico humano-
bovino de la invencién.
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La introduccién de mutaciones atenuantes y otras mutaciones que especifican el fenotipo deseado en el PIV qui-
mérico bovino-humano de la invencidn se puede llevar a cabo transfiriendo un gen o segmento genémico heterélogo,
por ejemplo, un gen que codifica una proteina L o una porcién de la misma, a un genoma o antigenoma de fondo de
PIV humano. Alternativamente, la mutaciéon puede estar presente en el genoma o antigenoma de fondo seleccionado,
y el gen o segmento gendmico heterélogo introducido puede no incluir mutaciones o puede incluir una o mas mutacio-
nes diferentes. Tipicamente, el genoma o antigenoma humano de fondo o “receptor” se modifica en uno o mas sitios
correspondientes a un sitio de mutacién en un virus heterélogo (por ejemplo, un PIV heter6logo humano o un virus
de RNA de cadena negativa, no PIV) para contener o codificar la misma mutacién o una mutacién conservadoramen-
te relacionada (por ejemplo, una sustitucién conservadora de aminodcidos) como la identificada en el virus donante
(véase, PCT/US00/09695 presentada el 12 de abril de 2000 y su prioridad, solicitud provisional de patente de Estados
Unidos No. de Serie 60/129.006, presentada el 13 de abril de 1999).

Las cepas de PIV mutantes preferidas para identificar e incorporar mutaciones atenuantes en el PIV quimérico
bovino-humano de la invencién, incluyen mutantes pasados por frio (cp), adaptados al frio (ca), con restriccién del
rango de hospedadores (hr), de placas pequeiias (sp), y/o mutantes sensibles a la temperatura (ts), por ejemplo la cepa
mutante JS HPIV3 cp 45. En las realizaciones tomadas como ejemplo, tienen lugar una o mas mutaciones atenuantes
en la proteina-polimerasa L, por ejemplo, en una posicién correspondiente a Tyryy,, Leugy,, o Thryssg de JS de HPIV3
natural. Alternativamente, se pueden seleccionar las mutaciones atenuantes en la proteina N y se pueden incorporar
a un PIV quimérico humano-bovino, que codifican por ejemplo la sustitucién o sustituciones de aminoacidos en una
posicién correspondiente a los residuos Valg 0 Sersgy de JS. Mutaciones alternativas o adicionales pueden codificar la
sustitucion o sustituciones de aminodcidos en la proteina C, por ejemplo, en una posicién correspondiente a Ileqs de
JS y en la proteina M, por ejemplo, en una posicion correspondiente a Pro,g (por ejemplo una mutacién de Prog a
Thr). Otras mutaciones adicionales para ajustar la atenuacién de un PIV quimérico humano-bovino de la invencion se
encuentran en la proteina F, por ejemplo, en una posicién correspondiente a Iley,, o Alaysy de JS, y en la proteina HN,
por ejemplo, en una posicién correspondiente al residuo Valsg, de JS.

Las mutaciones atenuantes procedentes de mutantes de PIV de origen biolégico para incorporacién en el PIV
quimérico humano-bovino de la invencién incluyen también mutaciones en porciones no codificadoras del genoma o
antigenoma de PIV, por ejemplo en una secuencia lider en 3’. Las mutaciones ejemplares, en este contexto, se pueden
preparar en una posicién en el lider en 3’ de un virus recombinante en una posicién correspondiente a los nucleétidos
23, 24, 28, 0 45 de JS cp45. Otras mutaciones adicionales tomadas como ejemplo se pueden preparar en la secuencia
de partida del gen N, por ejemplo cambiando uno o mds nucleétidos en la secuencia de partida del gen N, por ejemplo,
en una posicion correspondiente al nucleétido 62 de JS cp45.

A partir de JS cp45 y otros mutantes de PIV y de no PIV de origen biolégico, se proporciona un gran “mend”
de mutaciones atenuantes, cada una de las cuales se puede combinar con cualquier otra mutacién o mutaciones para
ajustar el nivel de atenuacién en un PIV recombinante que lleva un genoma o antigenoma que es una quimera de los
genes o segmentos genémicos humanos y bovinos. Por ejemplo, las mutaciones dentro del PIV recombinante de la
invencidn incluyen una o mds, y preferiblemente dos o mas, mutaciones de JS cp45. El PIV quimérico humano-bovino
deseado de la invencién seleccionado para uso en vacunas, tiene a menudo como minimo dos y a veces tres 0 mas
mutaciones atenuantes para alcanzar un nivel satisfactorio de atenuacién para un amplio uso clinico. Preferiblemente,
el PIV quimérico humano-bovino recombinante incorpora una o mas mutaciones atenuantes estabilizadas mediante
miuiltiples sustituciones de nucledtidos en un codén que especifica la mutacion.

Las mutaciones adicionales que se pueden adoptar o transferir al PIV quimérico humano-bovino de la invencién se
pueden identificar en virus con RNA de cadena negativa, no segmentados, y no PIV, y se pueden incorporar a los PIV
mutantes de la invencién. Esto se consigue facilmente mediante localizacion genética de la mutacion identificada en un
virus de RNA de cadena negativa, heterélogo, en un sitio homdlogo correspondiente, en un genoma o antigenoma de
PIV receptor y haciendo mutar la secuencia existente en el receptor hasta el genotipo mutante (mediante una mutacién
idéntica o mediante una mutacién conservadora), como se describe en PCT/US00/09695 presentada el 12 de abril de
2000 y su prioridad, solicitud provisional de patente de Estados Unidos No. de Serie 60/129.006, presentada el 13 de
abril de 1999.

En adicién al PIV quimérico humano-bovino recombinante, la invencién proporciona clones de cDNA relaciona-
dos, vectores y particulas, cada uno de los cuales incorpora secuencias de HPIV y BPIV y, opcionalmente, se descri-
ben también una o mds de las mutaciones adicionales, especificas del fenotipo indicadas aqui. Estas se introducen en
combinaciones seleccionadas, por ejemplo, en un polinucleétido aislado que es un genoma o antigenoma de cDNA
recombinante, para producir un virus o particula subviral infeccioso adecuadamente atenuado, después de expresion,
seguin los métodos descritos aqui. Este procedimiento, acoplado con la evaluacién fenotipica de rutina, proporcio-
na un PIV quimérico humano-bovino que tiene las caracteristicas deseadas tales como atenuacién, sensibilidad a la
temperatura, alteracion de la inmunogenicidad, adaptacién al frio, tamafio de placas pequefio, restriccion del rango de
hospedadores, estabilidad genética, etc. En particular, se seleccionan candidatos para la vacuna que son atenuados pero
todavia suficientemente inmundgenos para provocar una respuesta inmunitaria protectora en el mamifero hospedador
vacunado.

En otros aspectos adicionales de la invencidn, los PIV quiméricos humano-bovinos, con o sin mutaciones adicio-
nales adoptadas, por ejemplo, a partir de un virus mutante atenuado de origen bioldgico, se construyen para tener mo-
dificaciones adicionales de nucleétidos para dar un cambio fenotipico estructural, o funcional deseado. Tipicamente,
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la modificacién de nucledtidos seleccionada especificard un cambio fenotipico, por ejemplo un cambio en las carac-
teristicas de crecimiento, atenuacion, sensibilidad a la temperatura, adaptacién al frio, tamafio de placas, restriccién
del rango de hospedadores, o inmunogenicidad. Los cambios estructurales en este contexto incluyen la introduccién o
eliminacién de sitios de restriccion en los PIV que codifican los cDNA para facilidad de manipulacién e identificacion.

En las realizaciones preferidas, los cambios de nucledtidos dentro del genoma o antigenoma de un PIV quimérico
humano-bovino incluyen la modificacién de un gen viral por delecién parcial o completa del gen o reduccién o
inactivacion (knock-out) de su expresion. Estas modificaciones se pueden introducir dentro del genoma o antigenoma
de fondo, humano, o se pueden introducir en el genoma o antigenoma quimérico por incorporacién dentro de los genes
o segmentos gendmicos heterélogos afiadidos o sustituidos en €l. Los genes objetivos para la mutacién en este contexto
incluyen cualquiera de los genes de PIV, incluyendo la proteina N de la nucleocdpsida, la fosfoproteina P, la subunidad
L polimerasa de gran dimensién, la proteina M de la matriz, la proteina HN de la hemaglutinina-neuraminidasa,
la proteina SH hidréfoba pequefia, cuando sea aplicable, la proteina F de fusidn, y los productos de los marcos de
lectura abiertos (ORFs) de C, D y V. Para que el virus recombinante permanezca viable e infeccioso, cada una de estas
proteinas puede ser delecionada, sustituida o reordenada selectivamente, en todo o en parte, sola 0 en combinacién con
otras modificaciones deseadas, para obtener nuevos mutantes por delecién o inactivacién (knock out). Por ejemplo, uno
o mds de los genes C, D, y/o V, pueden ser delecionados en todo o en parte, o su expresion reducida o eliminada (por
ejemplo, por la introduccién de un codén de terminacion, por una mutacién en un sitio de edicién de RNA, por una
mutacién que altera el aminodcido especificado por un codén de iniciacién, o por una mutacién por desplazamiento
del marco en los ORF objetivos. En una realizacion, se puede preparar una mutacion en el sitio de edicién que evita la
edicién y elimina la expresion de las proteinas cuyo mRNA es generado por edicién del RNA (Kato et al., EMBO J.
16: 578-587, 1997ay Schneider et al., Virology227: 314-322, 1997). Alternativamente, uno o mas de los ORF de C, D,
y/o V pueden ser delecionados en todo o en parte para alterar el fenotipo del clon recombinante resultante para mejorar
el crecimiento, la atenuacidn, la inmunogenicidad u otras caracteristicas fenotipicas deseadas (véase, la solicitud de
patente de Estados Unidos No. de Serie 09/350,821, presentada por Durbin ef al. el 9 de julio de 1999).

Modificaciones alternativas de nucleétidos en el PIV quimérico humano-bovino incluyen una delecidn, insercion,
adicién o reordenamiento de una secuencia reguladora que actda en cis, para un gen seleccionado en el genoma o
antigenoma recombinante. Como con otras modificaciones de este tipo descritas aqui, estas modificaciones pueden ser
introducidas dentro del genoma o antigenoma de fondo, humano, o pueden ser introducidas en el genoma o antigenoma
quimérico por incorporacién dentro de los genes o segmentos genémicos heterélogos afiadidos o sustituidos en él. En
un ejemplo, una secuencia reguladora que actiia en cis de un gen de PIV es cambiada para corresponder a una secuencia
reguladora heter6loga, que puede ser una secuencia reguladora homdloga que actda en cis del mismo gen en un PIV
diferente, o una secuencia reguladora que actda en cis de un gen diferente de PIV. Por ejemplo, una sefial de final de
un gen puede ser modificada por la conversion o sustitucion en una sefial de final de un gen, de un gen diferente en la
misma cepa de PIV. En otras realizaciones, la modificacién de nucleétidos puede comprender una insercion, delecion,
sustitucion, o reordenamiento de un sitio de iniciacién de la traduccién dentro del genoma o antigenoma recombinante,
por ejemplo, para eliminar un sitio de iniciacién de la traduccién alternativo para una forma seleccionada de una
proteina.

Ademds, se puede producir una variedad de otras alteraciones genéticas en el genoma o antigenoma de un PIV
quimérico humano-bovino, solas o junto con una o mas mutaciones atenuantes adoptadas a partir de un PIV mutante
de origen bioldgico. Por ejemplo, se pueden insertar en todo o en parte, genes o segmentos gendmicos procedentes de
fuentes no PIV. Alternativamente, el orden de los genes puede ser cambiado, o un promotor del genoma de PIV puede
ser reemplazado con su antigenoma homdlogo. Se pueden hacer modificaciones diferentes o adicionales en el genoma
o antigenoma recombinante para facilitar las manipulaciones, tales como la insercién de sitios de restriccion tnicos
en diferentes regiones no codificadoras o en otros sitio. Las secuencias del gen no traducidas se pueden separar para
aumentar la capacidad para insertar secuencias extrafas.

En otros aspectos adicionales, las moléculas de polinucleétidos o los vectores que codifican el genoma o antige-
noma de PIV quimérico humano-bovino pueden ser modificados para codificar secuencias no PIV, por ejemplo, una
citocina, un epitopo ayudador T, un marcador de sitio de restriccién, o una proteina o epitopo inmundgeno de un
patégeno microbiano (por ejemplo, virus, bacteria, pardsito, u hongo) capaz de provocar una respuesta inmunitaria
protectora en el hospedador a que se dirige. En una de tales realizaciones, se construyen PIV quiméricos humano-
bovinos que incorporan un gen o segmento genémico procedente de un virus sincitial respiratorio (RSV), por ejemplo
un gen que codifica una proteina antigénica (por ejemplo, una proteina F o G), un dominio inmunégeno o epitopo de
RSV.

En aspectos relacionados de la invencién, se proporcionan composiciones (por ejemplo, polinucleétidos aislados
y vectores que incorporan un cDNA que codifica PIV) y métodos para producir un PIV quimérico humano-bovino,
infeccioso, aislado. Dentro de estos aspectos de la invencién se incluyen nuevas moléculas de polinucleétidos aisladas
y vectores que incorporan tales moléculas que comprenden el genoma o antigenoma de un PIV quimérico humano-
bovino. También se proporciona el mismo o diferente vector de expresiéon que comprende una o mas moléculas de
polinucleétidos aisladas que codifican las proteinas N, P, y L. Estas proteinas se pueden expresar también directamente
a partir del cDNA del genoma o antigenoma. El vector o vectores se expresan o coexpresan preferiblemente en un
lisado celular o libre de células, produciendo de este modo una particula viral o particula subviral de PIV quimérico
humano-bovino infeccioso.
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Los métodos y composiciones anteriores para producir PIV quimérico humano-bovino dan particulas virales o
subvirales infecciosas, o derivados de las mismas. Un virus infeccioso recombinante es comparable a la particula del
virus PIV auténtico y es infeccioso tal cual. Puede infectar directamente a las células frescas. Una particula subviral
infecciosa es tipicamente un subcomponente de la particula de virus que puede iniciar una infeccién en condiciones
apropiadas. Por ejemplo, una nucleocapsida que contiene el RNA genémico o antigendmico y las proteinas N, P, y L,
es un ejemplo de una particula subviral que puede iniciar una infeccidn si se introduce en el citoplasma de las células.
Las particulas subvirales proporcionadas dentro de la invencién incluyen particulas virales que carecen de una o mds
proteinas, segmentos de proteinas, u otros componentes virales, que no son esenciales para la infectividad.

En otros ejemplos, se describe un lisado celular o libre de células que contiene un vector de expresion que com-
prende una molécula de polinucledtido aislada que comprende el genoma o antigenoma de un PIV quimérico humano-
bovino como se ha descrito antes, y un vector de expresién (el mismo vector o diferente) que comprende una o mas
moléculas de polinucledtido aisladas que codifican las proteinas N, P, y L de PIV. Una o més de estas proteinas pueden
ser expresadas también a partir del cDNA del genoma o antigenoma. Después de expresion, el genoma o antigenoma
y las N, P y L se combinan para producir un virus o particula subviral de PIV quimérico humano-bovino infeccioso.

Los PIVs quiméricos humano-bovinos de la invencién son ttiles en diferentes composiciones para generar una
respuesta inmunitaria deseada frente a PIV en un hospedador susceptible a la infeccién por PIV. Los PIV quiméri-
cos humano-bovinos recombinantes son capaces de provocar una respuesta inmunitaria protectora en un mamifero
hospedador infectado, pero todavia son suficientemente atenuados como para no causar sintomas inaceptables de una
enfermedad respiratoria grave en el hospedador inmunizado. Ademéds, los PIV quiméricos humano-bovinos recombi-
nantes se deben replicar con suficiente eficiencia in vitro para fabricar una preparacién de vacuna viable. El virus o
particula subviral atenuados pueden estar presentes en el sobrenadante de un cultivo celular, y pueden ser aislados del
cultivo, y purificados parcial o completamente. El virus también puede ser liofilizado, y se puede combinar con una
variedad de otros componentes para conservacion o administracién a un hospedador, segin se desee.

También se describen nuevas vacunas que comprenden un vehiculo y/o adyuvante fisiolégicamente aceptable y
un virus o particula subviral de PIV quimérico humano-bovino, atenuado, aislado. La vacuna puede estar compuesta
de un PIV quimérico humano-bovino que tiene al menos una, y preferiblemente dos o mas mutaciones adicionales u
otras modificaciones de nucleétidos como se ha descrito antes para conseguir un equilibrio adecuado entre atenuacién
e inmunogenicidad. La vacuna puede ser formulada en una dosis de 10° a 10’ PFU de virus atenuados. La vacuna
puede comprender un PIV quimérico humano-bovino atenuado que provoca una respuesta inmunitaria frente a una
unica cepa de PIV o frente a miltiples cepas o grupos de PIV. A este respecto, el PIV quimérico humano-bovino
se puede combinar en las formulaciones de vacunas con otras cepas vacunales de PIV, o con otros virus de vacunas
viricas tales como RSV.

También se describe un método para estimular el sistema inmunitario para provocar una respuesta inmunitaria
frente a PIV en un mamifero. El método comprende administrar una formulacién de una cantidad inmunolégicamente
suficiente de un PIV quimérico humano-bovino en un vehiculo y/o adyuvante fisiolégicamente aceptable.

La composicién inmundgena puede ser una vacuna que comprende un PIV quimérico humano-bovino que tiene al
menos una, y preferiblemente dos o mas mutaciones atenuantes u otras modificaciones de nucleétidos que especifican
un fenotipo deseado como se ha descrito antes. La vacuna puede ser formulada en una dosis de 10* a 10’ PFU de virus
atenuados. La vacuna puede comprender virus PIV quimérico humano-bovino atenuado que provoca una respuesta
inmunitaria frente a un tnico PIV, frente a miltiples PIVs, por ejemplo, HPIV1 y HPIV3, o frente a uno o mas PIV y
un patégeno no PIV tal como RSV. En este contexto, el PIV quimérico humano-bovino puede provocar una respuesta
inmunitaria monoespecifica o una respuesta inmunitaria poliespecifica frente a multiples PIVs, o frente a uno o més
PIV y un patégeno no PIV tal como RSV. Alternativamente, el PIV quimérico humano-bovino que tiene diferentes
caracteristicas inmundgenas se puede combinar en una vacuna mixta o administrar por separado en un protocolo de
tratamiento coordinado para producir una protecciéon mds efectiva frente a un PIV, frente a maltiples PIVs, o frente
a uno o mas PIV y un patégeno no PIV tal como RSV. Preferiblemente la composicién inmunégena se administra al
tracto respiratorio superior, por ejemplo, por pulverizacién, gotitas o aerosol.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 ilustra la clonacién de la region codificadora N de las cepas Ka o SF de PIV bovino en HPIV3. En la
Fig. 1A-C, el marco de lectura abierto (ORF) de N de BPIV3 reemplaza a su correspondiente secuencia de HPIV3
en el cDNA antigenémico de rJS de longitud completa (Durbin et al., 1997a, cita anterior). Los genes N de Ka y
SF de BPIV3 se amplificaron en primer lugar por la RT-PCR utilizando técnicas estdndar de biologia molecular a
partir del RNA del virién y se subclonaron como fragmentos de 1,9 kb en pBluescript para dar pBS-KaN o pBS-SEN,
respectivamente. El gen N de rJS HPIV3 fue subclonado como un fragmento Mlul/EcoRI de 1,9 kb en pUC 119 a partir
de un plasmido que contiene la mitad 5’ del antigenoma rJS HPIV3 (Durbin et al., 1997a, cita anterior; solicitud de
patente de Estados Unidos No. de Serie 09/083.793, presentada el 22 de mayo de 1998; solicitud provisional de Estados
Unidos No. 60/047.575, presentada el 23 de mayo de 1997 (correspondiente a la publicacion internacional No. WO
98/53078), y solicitud provisional de Estados Unidos No. 60/059.385, presentada e 19 de septiembre de 1997) para dar
el pUC119JSN. Cada gen N fue modificado mediante mutagénesis dirigida al sitio para situar un sitio Ncol y Aflll en
los sitios de iniciacion y terminacién de la traduccién, respectivamente. Los genes N de Ka y SF son idénticos en las
regiones de los sitios de iniciacién y terminacién de la traduccién y por tanto, se llevaron a cabo idénticas reacciones de
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mutagénesis en ambos genes N de BPIV3 como se representa en 1A. Fig. 1B. Después de la digestién con Aflll/Ncol,
se introdujo un fragmento de 1,5 kb procedente de pBS-KaN o pBS-SFN que representa la regién N codificadora
de BPIV3, en la ventana Ncol/AflII del subclon N de HPIV3, pUC119JSN-Ncol/AflIl, como un reemplazamiento de
su homoélogo de HPIV3. Fig. 1C. Cada subclon quimérico fue sometido entonces a una mutagénesis dirigida al sitio
para restaurar la secuencia presente en HPIV3 rJS antes del codén de iniciacién de la traduccién o después del codén
de terminacion y la secuencia codificadora de BPIV3 inmediatamente después del codén de iniciacién y antes del
codén de terminacion. Esto dio pUC119B/HKaN y pUC119B/HSFN, que se usaron para importar el gen N de BPIV3
al clon cDNA de HPIV3 como se muestra en la Fig. 2. Figura 1, Panel A, CAAAAATGTTG (SEQ ID NO. 10);
GCAACTAATCGA (SEQ ID NO. 11); TAACCATGGTGA (SEQ ID NO. 12); GCACTTAAGCAC (SEQ ID NO. 13).
Figura 1, Panel C, TAACCATGGTGA (SEQ ID NO. 12); GCACTTAAGCAC (SEQ ID NO. 13); CAAAAATGTTGA
(SEQ ID NO. 14); GCAACTAGTCGA (SEQ ID NO. 15).

La figura. 2 ilustra la insercién del gen N de HPIV3/BPIV3 (cepa Ka o SF) quimérico en el cDNA antigendémico
de HPIV3. En la Fig. 2A, el ORF BPIV3 N de Ka o SF flanqueado por la secuencia de HPIV3 fue subclonado
como un fragmento Mlul/EcoRI de pUC119B/HKaN o de pUC119B/HSEN e insertado en pLeft+2G (Durbin et al.,
1997a, cita anterior). El plasmido pLeft+2G contiene la mitad 5 del antigenoma de HPIV3 rJS de los nucleétidos
1-7437 (sentido genoma) detrds de un promotor T7. La localizacién de dos residuos G que fueron insertados entre
el promotor T7 y la secuencia de HPIV3 para mejorar la transcripcion estd indicada por un asterisco. Fig. 2 B. Un
fragmento Xhol/NgoMI de pRight (Durbin et al., 1997a, cita anterior; solicitud de patente de Estados Unidos No.
de Serie 09/083.793, presentada el 22 de mayo de 1998; solicitud provisional de Estados Unidos No. 60/047.575,
presentada el 23 de mayo de 1997 (correspondiente a la publicacion internacional No. WO 98/53078), y solicitud
provisional de Estados Unidos No. 60/059,385, presentada el 19 de septiembre de 1997) que contiene el extremo 3’
del antigenoma de HPIV3 flanqueado por la ribozima del virus delta de la hepatitis y el terminador T7 fue clonado
en la ventana Xhol/NgoMI del plasmido pLeft modificado dando como resultado los pldsmidos pB/HPIV3KaN vy
pB/HPIV3SFEN. Cada una de estas construcciones quiméricas contiene la secuencia completa de sentido positivo del
RNA antigenémico de HPIV3 excepto para la regién N codificadora que ha sido reemplazada por su homdlogo Ka o
SF de BPIV3.

La figura 3 proporciona secuencias de nucleétidos de HPIV3, BPIV3 y virus quiméricos de la invencién alrededor
de los codones de iniciacién (A) y de terminacién (B) de la traduccién N. La posicién de los ORF individuales estd
descrita en los respectivos informes de Genbank (N° AF178654 para BPIV3 Ka, N° AF178655 para BPIV3 SF y N°
Z11515).

Las secuencias (sentido positivo) que flanquean los codones de iniciacién (A) y de terminacién (B) (cada uno sub-
rayado) de la traduccion en el gen N se muestran para JS (rJS) de HPIV3 recombinante parental, los virus parentales
Kay SF (Kay SF) de BPIV3 de origen biolégico, y los virus quiméricos cKa y cSF. Los residuos especificos del hospe-
dador en las secuencias de virus cKa y cSF y sus homoélogos en 1JS (antes del codén de iniciacion y después del codén
de terminacién) y SF o Ka (del codén de iniciacién hasta el codén de terminacion, inclusive) estan en letra negrita. El
virus quimérico purificado en placa fue amplificado por RT-PCR a partir del RNA del virién y fue secuenciado utili-
zando el kit Taq Dye Deoxi Terminator Cycle kit (ABI, Foster City, CA). Esto confirmé que las secuencias previstas
estaban presentes en cada virus quimérico. Figura 3A. rJS, GGAACTCTATAATTTCAAAAATGTTGAGCCTATTT
GATAC (SEQ ID NO. 16). Figura. 3A. cKa y ¢SF, GGAACTCTATAATTTCAAAAATGTTGAGTCTATTCGACAC
(SEQ ID NO. 17). Figura 3A. Ka y SF, GAAATCCTAAGACTGTAATCATGTTGAGTCTATTCGACAC (SEQ ID
NO. 18). Figura 3B. 1JS, TTAACGCATTTGGAAGCAACTAATCGAATCAACATTTTAA (SEQ ID NO. 19). Figura
3B. cKay ¢SF, TCAGTGCATTCGGAAGCAACTAGTCGAATCAACATTTTAA (SEQ ID NO. 20). Figura 3B. Kay
SF, TCAGTCATTCGGAAGCAACTAGTCACAAAGAGATGACCA (SEQ ID NO. 21).

La figura 4 detalla la estructura de los virus quiméricos BPIV3/HPIV3, y su confirmacién por digestion con Taql de
los productos de la RT-PCR generados a partir del RNA del virus. En la Fig. 4A los genomas de los virus quiméricos
cKa y cSF se muestran esquemdticamente (no a escala) en relacién con los de los virus parentales HPIV3 y BPIV3.
Las regiones especificas de Ka y SF se indican por sombreado claro y oscuro respectivamente. Las flechas por encima
del genoma 1JS indican las localizaciones de los cebadores utilizados para la amplificacién por RT-PCR de los virus
quiméricos y parentales para los fines de digestion por Taql para diagndstico. Estos cebadores fueron dirigidos a
regiones conservadas entre HPIV3 y BPIV3 de forma que pudieran ser utilizados para la amplificacion de los virus
HPIV3, BPIV3 y BPIV3/HPIV3 quimérico. En la Fig. 4B los tamafios esperados de los productos de la digestién por
Taql para cada virus se muestran para un producto de la PCR de 1898 bp amplificado a partir del RNA con el par de
cebadores ilustrados en la Fig. 4A. Este producto de la PCR es ilustrado en la parte superior de la Fig. 4B, y el ORF
de N estd indicado como un rectdngulo lleno. Los fragmentos Taql dnicos para cada virus y que por tanto sirven para
la identificacion del virus estan indicados con un asterisco. La Fig. 4C proporciona los perfiles Taql de los productos
de la PCR que contienen la region codificadora N de PIV3 de los virus quiméricos cKa (izquierda) o cSF (derecha),
flanqueada por los virus parentales HPIV3 y BPIV3. Los fragmentos tinicos Taql para diagnéstico de la identidad del
virus y correspondientes a los identificados en (4B) se indican con un asterisco. Se indican las longitudes calculadas
(bp) de las bandas en gel de DNA.

La Fig. 5 proporciona curvas de crecimiento multiciclo de los virus parentales y quiméricos en células MDBK
(A) o LLC-MK2 (B). Las monocapas de las células MDBK bovinas (A) o LLC-MK?2 (B) de simio en pocillos (9,6
cm? cada uno) de una placa de 6 pocillos, fueron infectadas individualmente en una multiplicidad de infeccién de
0,01 con el virus parental o quimérico indicado. Se realizaron tres infecciones replicadas para cada virus. Se tomaron
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muestras en los tiempos indicados, se conservaron a -70°C, y se titularon en paralelo mediante el ensayo de TCIDsy.
Se construyen las curvas de crecimiento utilizando la media de las 3 muestras replicadas en cada tiempo. El limite
inferior de detectabilidad del virus fue 10" TCIDsy/ml, que esté indicado por una linea de puntos.

Las figuras 6A-6G representan la secuencia completa de nucledtidos de sentido positivo (SEQ ID NO. 22) de la
cepa Ka de PIV3 bovino.

Las figuras 7A-7G representan la secuencia completa de nucleétidos de sentido positivo (SEQ ID NO. 23) de la
cepa SF de PIV3 bovino.

La figura 8A proporciona una representacion esquemadtica de los genomas de los virus quiméricos rHPIV3-FyHNy
y rBPIV3-FyHNy, y de sus virus parentales, rHPIV3 JS y BPIV3 Ka (no a escala). Los genes F y HN fueron intercam-
biados en un tnico fragmento de restriccién entre rHPIV3 y rBPIV3 utilizando los sitios SgrAl y BsiWI que habian
sido introducidos delante de las secuencias finales de los genes M y HN, respectivamente.

La figura 8B representa el ensamblaje de un cDNA antigenémico para BPIV3 Ka. Se construy6 un cDNA de lon-
gitud completa para codificar la secuencia antigenémica completa de BPIV3 Ka (GenBank n° de acceso AF178654).
El cDNA fue ensamblado a partir de subclones derivados de la transcripcion reversa (RT) del (v)RNA viral y de la am-
plificacién por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se secuenciaron miultiples subclones del antigenoma, y
solamente los clones que concordaban con la secuencia de consenso de BPIV3 Ka se utilizaron para el ensamblaje del
clon de longitud completa, con la excepcion del nucleétido 21 y nucleétido 23, que difieren de la secuencia publicada
pero aparecen con frecuencia similar en la poblacién de virus.

La figura 8C ilustra las caracteristicas de los genomas de PIV bovino-humano parental y quimérico. Los genomas
de los virus quiméricos rHPIV3F;HN y rBPIV3F HNy y los de sus virus parentales rHPIV3 JS y BPIV3 Ka se
muestran esquemadticamente (no a escala). Se introdujeron dos tnicos sitios de reconocimiento de la enzima de restric-
cion, SgrAl y BsiWI, cerca de los extremos de los genes M y HN, respectivamente. Los virus recombinantes HPIV3 y
BPIV3 que llevan estos sitios de restriccién introducidos fueron denominados rHPIV3s y rBPIV3s como se indica en
la figura 8C2. Los genes de las glucoproteinas fueron intercambiados entre rHPIV3 JS y rBPIV3 Ka. La secuencia de
nucledtidos que fue mutagenizada se muestra debajo de cada construccién de cDNA, indicando la posicién del primer
nucledtido de cada secuencia. Los sitios de restriccion SgrAl y BsiWI introducidos estdn subrayados y los nucleétidos
que difieren entre HPIV3 y BPIV3 y por tanto identifican el origen de los insertos del gen estdn sefialados en letra
negrita. Figura 8C, Panel 1, rHPIV 3 JS, TCCACCGGTGCA (SEQ ID NO. 4), TAGACAAAAGGG (SEQ ID NO.
24). Figura 8C, Panel 1. rBPIV3 Ka, TCCAACATTGCA (SEQ ID NO. 2); AAGATATAAAGA (SEQ ID NO. 25).
Figura 8C, Panel 2 rtHPIV3s, CGCACCGGTGTA (SEQ ID NO. 5); TAGACGTACGGG (SEQ ID NO. 26). Figura 8C,
Panel 2. rBPIV3s, TCCACCGGTGCA (SEQ ID NO. 3); AAGACGTACGGA (SEQ ID NO. 27). Figura 8C, Panel 3.
rHPIV3 FzHNg, CGCACCGGTGCA (SEQ ID NO. 28); AAGACGTACGGG (SEQ ID NO. 29). Figura 8C, Panel 3.
rBPIV3 FyHNy, AAGACGTACGGG (SEQ ID NO. 30); TAGACGTACGGA (SEQ ID NO. 31).

La figura 9 proporciona una confirmacién de la identidad de los virus recombinantes mediante la RT-PCR del
RNA viral y la digestiéon por Eco RI. Los productos de la RT-PCR del RNA viral fueron preparados con un par de
cebadores que reconocian las regiones conservadas sobre cualquier lado de los genes F y HN en ambos, BPIV3 y
HPIV3. La digestién con EcoRI dio como resultado un tnico patrén de fragmentos de restriccién para cada uno de
los cuatro virus. En el diagrama esquematico de la izquierda, las lineas horizontales simbolizan las secuencias virales
amplificadas y las barras verticales muestran las posiciones de los sitios EcoRI. El tamafio esperado de cada fragmento
de restriccién estd indicado por encima de la linea. Los nimeros debajo de cada linea corresponden a la posiciéon de
la secuencia en el RNA antigenémico de BPIV3 Ka, HPIV3 JS (GenBank, niimero de acceso AF178654 y Z11575),
o del derivado quimérico indicado. A la derecha, se muestra un gel de agarosa al 1% de la digestiéon por Eco RI de los
productos de la PCR, que confirma la identidad de los virus parentales y quiméricos. Los asteriscos indican las bandas
en gel que contienen dos fragmentos de restriccion que migran conjuntamente debido a la muy estrecha similitud en
tamafio.

La figura 10 representa la replicacién multiciclo de los virus quiméricos y parentales en células LLC-MK2 de
simio. La replicacién multiciclo (el in6culo de entrada tenia una MOI de 0,01) de los tres virus quiméricos rHPIV3-
FzHNg, rBPIV3-FyHNy y tHPIV3-Ng (también denominado cKa) se compara con la replicacién de sus virus paren-
tales BPIV3 Ka y rHPIV3. Los titulos de virus se muestran como la media del log;, TCIDsy/ml + error estdndar de
muestras triplicadas. El limite inferior de deteccién de este ensayo es 10 TCIDs,, como se indica por la linea de puntos
horizontal.

La figura 11 documenta la media de los titulos de los virus quiméricos y parentales en frotis nasofaringeos de
monos rhesus infectados, a lo largo de la infeccién. Los titulos de virus se muestran como la media de TCIDs,/ml
en células LLC-MK2 =+ error estdndar para los grupos de 4 o 6 monos infectados con el mismo virus. Esto ilustra el
mismo experimento que se muestra en la Tabla 3. En el panel A, los titulos medios de rHPIV3-F;HNg se comparan
con los titulos de tHPIV3 y BPIV3 Ka. En el panel B, los titulos medios de rBPIV3-F,;HNy se comparan con los de
BPIV3 Ka y rHPIV3, que, para los dos dltimos virus, son los mismos valores que en el panel A pero se presentan
separados para facilitar la comparacién. Se excluyeron de las figuras los titulos del dia 5 porque eran mucho mas bajos
que los titulos del dia 4 y del dia 6, muy probablemente debido a problemas técnicos durante la recogida de muestras.
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Descripcion de las realizaciones especificas

La presente invencién proporciona virus paragripal (PIV) recombinante clonado como una quimera de secuencias
gendmicas o antigenémicas de PIV humano y bovino para obtener un PIV quimérico humano-bovino. La construccién
quimérica de PIV humano-bovino da una particula viral o particula subviral que es infecciosa en los mamiferos,
particularmente en los seres humanos, y que es util para generar composiciones inmundgenas para uso clinico o
veterinario. También se proporcionan en la invencidén nuevos métodos y composiciones para disefiar y producir PIV
quimérico humano-bovino, atenuado.

Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invencién se preparan por ingenieria recombinante para incorporar
secuencias de nucledtidos tanto de cepas humanas como bovinas de PIV para producir un virus o particula subviral
quimérica infecciosa. De esta manera, los virus candidatos para la vacuna se preparan por ingenieria recombinante
para provocar una respuesta inmunitaria frente a PIV en un mamifero hospedador susceptible a la infeccién por PIV,
incluyendo los seres humanos y los primates no humanos. El PIV quimérico humano-bovino segutn la invencién puede
provocar una respuesta inmunitaria a un PIV especifico, por ejemplo, HPIV3, o una respuesta poliespecifica frente a
multiples PIV, por ejemplo, HPIV1 y HPIV3.

Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invencién tomados como ejemplo, incorporan un genoma o antigenoma
de PIV quimérico que comprende secuencias de polinucledtidos tanto humanas como bovinas, asi como una proteina
mayor de la nucleocdpsida (N), una fosfoproteina (P) de la nucleocdpsida, y una proteina polimerasa de gran dimen-
sién (L). Se pueden incluir proteinas adicionales de PIV en diferentes combinaciones para proporcionar un intervalo
de particulas subvirales infecciosas, hasta una particula viral completa o una particula viral que contiene proteinas
supernumerarias, determinantes antigénicos u otros componentes adicionales.

Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invencién incluyen un genoma o antigenoma “de fondo” de PIV parcial
o completo derivado o copiado de una cepa o serotipo de virus PIV humano o bovino combinado con uno o mds genes
o segmentos gendmicos heterélogos de una cepa o serotipo de PIV diferente para formar el genoma o antigenoma
de PIV quimérico humano-bovino. En ciertos aspectos de la invencién, el PIV quimérico incorpora un genoma o
antigenoma de fondo de PIV humano (HPIV) parcial o completo, combinado con uno o mds genes o segmentos
gendmicos heterélogos procedentes de un PIV bovino.

El genoma o antigenoma de fondo, parcial o completo, actda tipicamente como un esqueleto receptor o vector
al que se importan genes o segmentos gendmicos heterélogos de un PIV homoélogo, humano o bovino. Los genes
o segmentos gendmicos heterdlogos procedentes del PIV homdélogo humano o bovino, representan los genes o po-
linucleétidos “donantes” que se combinan con, o se sustituyen dentro, del genoma o antigenoma de fondo para dar
un PIV quimérico humano-bovino que presenta nuevas caracteristicas fenotipicas en comparacién con uno o am-
bos de los PIV contribuyentes. Por ejemplo, la adicién o sustitucién de genes o segmentos gendmicos heterélogos
dentro de una cepa seleccionada de PIV receptor puede producir un aumento o reduccién en la atenuacién, cam-
bios en el crecimiento, alteracién de la inmunogenicidad, u otros cambios fenotipicos deseados en comparacién con
el correspondiente fenotipo o fenotipos del receptor y/o del donante no modificados. Los genes y segmentos ge-
némicos que se pueden seleccionar para uso como insertos o adiciones heterélogas dentro del PIV quimérico hu-
mano-bovino de la invencién incluyen genes o segmentos genémicos que codifican las proteinas N, P, C, D, V, M,
SH, cuando sea aplicable, F, HN y/o L de PIV o porciones de las mismas. Las regiones reguladoras, tales como
las regiones extragénicas de cabeza o de cola o regiones intergénicas, son ltiles también como insertos o adiciones
heterdlogos.

Los genes o segmentos gendmicos heter6logos pueden ser anadidos o sustituidos en una posicion, correspondiente
a una posicién de orden del gen natural, de los genes o segmentos gendmicos homdlogos dentro del genoma o antige-
noma de fondo, de PIV parcial o completo, cuyo gen o segmento gendmico homoélogo es reemplazado o desplazado
de este modo (por ejemplo, hasta una posicion mas distante del promotor). En otras realizaciones adicionales, el gen o
segmento genémico heterélogo es afiadido o sustituido en una posicién que estd mas préxima al promotor o mas dis-
tante del promotor, en comparacion con la posicidon de orden del gen natural, del gen o segmento genémico homélogo
dentro del genoma o antigenoma de fondo, lo que mejora o reduce, respectivamente, la expresion del gen o segmento
genémico heterélogo.

La introduccién de proteinas, dominios y epitopos inmundgenos heterélogos, para producir PIV quimérico hu-
mano-bovino, es particularmente ttil para generar nuevas respuestas inmunitarias en un hospedador inmunizado. La
adicién o sustitucién de un gen o segmento gendmico inmundgeno procedente de un PIV donante dentro de un geno-
ma o antigenoma receptor de un PIV diferente, puede generar una respuesta inmunitaria dirigida frente al subgrupo o
cepa del donante, el subgrupo o cepa del receptor, o frente a ambos, los subgrupos o cepas del donante y del receptor.
Para alcanzar este propésito, el PIV quimérico humano-bovino puede ser construido también de modo que exprese
una proteina quimérica, por ejemplo, un glucoproteina inmundgena que tiene una cola citoplasmadtica y/o un dominio
transmembranal especifico para un PIV fusionado a un ectodominio de un PIV diferente para proporcionar, por ejem-
plo, una proteina de fusién humano-bovina, o una proteina de fusién que incorpora dominios de dos PIV humanos
diferentes. En una realizacion preferida, un genoma o antigenoma de PIV quimérico humano-bovino codifica una glu-
coproteina quimérica en el virus o particula subviral recombinante que tiene ambos dominios o epitopos inmunégenos
de la glucoproteina, el humano y el bovino. Por ejemplo, un segmento genémico heter6logo que codifica un ectodo-
minio de la glucoproteina procedente de una glucoproteina HN o F de PIV humano, se puede unir con una secuencia
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de polinucleétidos (esto es, un segmento gendmico) que codifica la correspondiente glucoproteina citoplasmatica
HN o F bovina y los dominios transmembranales para formar el genoma o antigenoma del PIV quimérico humano-
bovino.

En otras realizaciones, el PIV quimérico humano-bovino 1itil en una formulacién de vacuna se puede modificar
convenientemente para acomodar una desviacion antigénica en el virus circulante. Tipicamente la modificacion estard
en las proteinas HN y/o F. Esto podria implicar la introduccién de una o mds mutaciones puntuales; podria implicar
también que un gen HN o F completo, o un segmento gendémico que codifica una de sus regiones inmundgenas
particulares, procedente de una cepa o grupo de PIV se incorpore a un cDNA de genoma o antigenoma de PIV
quimérico, mediante el reemplazamiento de una regién correspondiente en un clon receptor de una cepa o grupo
diferente de PIV, o mediante la adicién de una o mds copias del gen, de tal modo que estén representadas multiples
formas antigénicas. El virusprogenie producido a partir del clon de PIV modificado se puede usar entonces en los
protocolos de vacunacion frente a cepas emergentes de PIV.

El reemplazamiento de una secuencia codificadora o secuencia no codificadora de PIV humano (por ejemplo, un
promotor, el final de un gen, el inicio de un gen, un elemento intergénico u otro que actia en cis) con un equivalente
heterélogo da un PIV quimérico que tiene una variedad de posibles efectos atenuantes y otros efectos fenotipicos. En
particular, el rango de hospedadores y otros efectos deseados surgen de la sustitucién con una proteina de PIV bovino
o murino (MPIV), de un dominio proteinico, de un gen o segmento gendémico importado dentro de PIV humano
de fondo, en el que el gen bovino o murino no funciona eficientemente en una célula humana, por ejemplo, por la
incompatibilidad de la secuencia o proteina heter6loga con una secuencia o proteina de PIV humano biolégicamente
interactiva (esto es, una secuencia o proteina que ordinariamente coopera con la secuencia o proteina sustituida para la
transcripcion, traduccién, ensamblaje viral, etc.) o, mds tipicamente en una restriccién del rango de hospedadores, con
una proteina celular o algin otro aspecto del medio celular que es diferente entre el hospedador permisivo y el menos
permisivo. En realizaciones tomadas como ejemplo, se seleccionan secuencias de PIV bovino para introduccién en el
PIV humano basdndose en aspectos conocidos de la estructura y funcién del PIV bovino y humano.

El HPIV3 es un miembro del género Respirovirus de la familia Paramyxoviridae del orden Mononegavirales
(Collins et al., 1996, cita anterior). E1l HPIV3 es el mejor caracterizado de los HPIV y representa el HPIV prototipo.
Su genoma es RNA de una cadena tnica de sentido negativo de 15462 nucleétidos (nt) de longitud (Galinski et al.,
Virology165: 499-510, 1988; y Stokes et al., Virus Res. 25: 91-103, 1992). Al menos ocho proteinas son codificadas
por el genoma de PIV3: la proteina N de la nucleocédpsida, la fosfoproteina P, las proteinas C y D de funciones
desconocidas, la proteina M de la matriz, la glucoproteina F de fusién, la glucoproteina HN de la hemaglutinina-
neuraminidasa, y la proteina L polimerasa de gran dimensién (Collins et al., 1996, cita anterior). También se podria
producir una proteina que contiene el ORF de V en el gen P (Durbin ef al., Virology261: 319-333, 1999).

Las proteinas M, HN, y F estan asociadas a la cubierta, y las dos tltimas son glucoproteinas de superficie que, como
ocurre con cada PIV, son los antigenos mayores de neutralizacion y protectores (Collins et al., 1996, cita anterior).
Se cree que la divergencia significativa de secuencias entre las proteinas HN o F de PIV comparables entre los PIV
puede ser la base para el tipo de especificidad de la inmunidad protectora (Collins et al., 1996, cita anterior; Cook et
al., Amer. Jou. Hyg. 77: 150-159, 1963; Ray et al., J. Infect. Dis. 162: 746-749, 1990).

Los genes de HPIV3 se transcriben cada uno como un tnico mRNA que codifica una unica proteina, con la
excepcion del mRNA P que contiene cuatro ORF, concretamente P, C, D y V (Galinski et al., Virology186: 543-
550, 1992; y Spriggs et al., J. Gen. Virol. 67: 2705-2719, 1986). Las proteinas P y C se traducen a partir de los
OREF separados, que se solapan, en el mRNA. Mientras que todos los paramyxovirus codifican una proteina P, sdlo
los miembros del género Respirovirus y Morbillivirus codifican una proteina C. Los virus individuales varfan en el
ndmero de proteinas expresadas a partir del ORF de C y en su importancia en la replicacién del virus in vitro e in
vivo. El virus Sendai (SeV) expresa cuatro proteinas iniciadas independientemente a partir del ORF de C: C°, C, Y1,
y Y2, cuyos sitios de iniciacion de la traduccién aparecen en ese orden en el mRNA (Curran, et al., Enzyme44: 244-
249, 1990; Lamb et al., en The Paramyxoviruses, D. Kingsbury, ed., pp. 181-214, Plenum Press, New York, 1991),
mientras que el HPIV3 y el virus del sarampién (MeV) expresan solamente una tnica proteina C (Bellini et al., J.
Virol. 53: 908-919, 1985; Sanchez et al., Virology147: 177-86, 1985; y Spriggs et al., 1986, cita anterior).

La proteina D de PIV3 es una proteina de fusién de los ORF de P y D, y se expresa a partir del gen P por el
procedimiento de la ediciéon de RNA de co-transcripcion en el cual se afaden al mRNA P, en el sitio de edicion del
RNA, dos residuos G no codificados en la secuencia génica (Galinski et al., 1992, cita anterior; y Pelet et al., EMBO
J. 10: 443-448, 1991). El BPIV3, el otro tinico paramyxovirus que expresa una proteina D, utiliza la edicién del RNA
para expresar esta proteina asi como una segunda proteina; la proteina V.

Casi todos los miembros de los géneros Respirovirus, Rubulavirus, y Morbillivirus expresan una proteina V. El
unico miembro que claramente no lo hace es HPIV1, que carece de un ORF de V intacto (Matsuoka et al., J. Virol.
65: 3406-3410, 1991). El ORF de V se caracteriza por la presencia de un dominio rico en cisteina que esta altamente
conservado (Cattaneo et al., Cell56: 759-764, 1989; Park et al., J. Virol. 66: 7033-7039, 1992; Thomas et al., Cell54:
891-902, 1988; y Vidal et al., J. Virol. 64: 239-246, 1990). El ORF de V se mantiene en cada uno de los virus HPIV3
secuenciados hasta la fecha lo que da a entender que este ORF se expresa y mantiene la funcién para este virus
(Galinski et al., Virology155: 46-60, 1986; Spriggs et al., 1986, cita anterior; y Stokes et al., 1992).
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La proteina V de BPIV3 es expresada cuando un residuo G, no codificado en la secuencia génica, se aflade al
sitio de edicién del RNA (Pelet et al., 1991, cita anterior). Sin embargo, en el caso de HPIV3, hay dos codones de
terminacion de la traduccién entre el sitio de edicién y el ORF de V, y no esta claro si el HPIV3 representa otro
ejemplo en el que no se expresa este ORF, o si se expresa por algtin otro mecanismo. Una posibilidad es que la edicién
del HPIV3 también tenga lugar en un segundo sitio hacia abajo en el gen P, aunque esto no parece que ocurra en el
cultivo celular (Galinski et al., 1992, cita anterior). Alternativamente, podria ser que los ribosomas tengan acceso al
OREF de V por el desplazamiento ribosémico del marco de lectura. Esto podria ser comparable a la situacién con el
locus P de MV. E1 MV expresa las proteinas C, P, y V, pero también expresa una nueva proteina R que se sintetiza por
desplazamiento del marco de lectura del ORF de P al ORF de V (Liston et al., J. Virol. 69: 6742-6750, 1995,). Los
indicios genéticos dan a entender que el ORF de V de HPIV3 es funcional (Durbin et al., 1999, cita anterior).

Aunque el medio por el que el HPIV3 expresa su proteina V no esta claro, la extrema conservacion de su ORF de
V en diferentes cepas da a entender que esta proteina se expresa realmente. La funcion de la proteina V no estd bien
definida, pero se han recuperado MV y SeV recombinantes sin V que se replican eficientemente in vitro pero presentan
una replicacion reducida in vivo (Delenda, et al., Virology 228: 55-62, 1997; Delenda et al., Virology 242: 327-337,
1998; Kato et al., 1997a, cita anterior; Kato et al., J. Virol. T1: 7266-7272, 1997b; y Valsamakis et al., J. Virol. 72:
7754-7761, 1998).

El genoma viral de PIV contiene también las regiones extragénicas lider y trdiler, que tienen todos o parte de los
promotores requeridos para la replicacién y transcripcién viral, asi como regiones no codificadoras e intergénicas.
Por tanto, el mapa genético de PIV se representa como 3’ lider-N-P/C/D/V-M-F-HN-L-5’ tréiler. Algunos virus, tales
como el virus 5 de simio y el virus de la parotiditis, tienen un gen localizado entre F y HN que codifica una pequefia
proteina hidr6foba (SH) de funcién desconocida. La transcripcion se inicia en el extremo 3’ y se realiza mediante un
mecanismo secuencial de terminacién-iniciacion que estd guiado por motivos poco conservados encontrados en los
bordes del gen. El extremo hacia arriba de cada gen contiene una sefial de partida del gen (GS), que dirige la iniciacién
de su respectivo mRNA. El terminal hacia debajo de cada gen contiene un motivo de final del gen (GE) que dirige la
poliadenilacién y la terminacién. Han sido descritas secuencias que sirven como ejemplo, para las cepas JS de PIV3
humano (GenBank nimero de acceso Z11575,) y Washington (Galinski M. S., en The Paramyxovirus, Kingsbury, D.
W., ed., pp. 537-568, Plenum Press, New York, 1991,), y para la cepa 910N de PIV3 bovino (GenBank nimero de
acceso D80487).

Como se usa aqui, “gen de PIV” generalmente se refiere a una porcién del genoma de PIV que codifica un mRNA
y tipicamente empieza en el extremo hacia arriba con una sefial de partida del gen (GS) y termina en el extremo hacia
abajo con una sefial de final del gen (GE). El término gen de PIV incluye también lo que se describe como “marco
de lectura abierta de la traduccién”, o ORF, particularmente en el caso en que una proteina, tal como C, se expresa
a partir de un ORF adicional mas que desde un tinico mRNA. Para construir el PIV quimérico humano-bovino de
la invencidn, se pueden delecionar, insertar o sustituir en todo o en parte, uno o0 mas genes o segmentos gendémicos
de PIV. Esto significa que las deleciones, inserciones y sustituciones parciales o completas pueden incluir marcos
de lectura abiertos y/o secuencias reguladoras que actian en cis de uno cualquiera o mas de los genes o segmentos
genémicos de PIV. Por “segmento genémico” se entiende cualquier longitud de nucleétidos continuos del genoma de
PIV, que podrian ser parte de un ORF, de un gen, o de una regién extragénica, o una combinacién de ellos.

La presente invencién incluye un método para desarrollar PIV vivos atenuados candidatos para la vacuna, basados
en quimeras entre HPIVs y BPIV3. Las quimeras se construyen mediante un sistema de recuperacion del virus basado
en el cDNA. Los virus recombinantes preparados a partir del cDNA se replican independientemente y se propagan
de la misma manera que si fueran virus de origen biolégico. Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invencién
candidatos preferidos para la vacuna, llevan uno o més de determinantes antigénicos mayores de uno o mis PIV
humanos, por ejemplo, HPIV1, HPIV2, y/o HPIV3, en un fondo que se atenda por la sustitucién o adicién de uno o
mads genes o segmentos gendmicos de BPIV. Los antigenos mayores protectores de los PIV son sus glucoproteinas HN
y F, aunque también pueden contribuir a una respuesta inmunitaria protectora otras proteinas.

Asi, la invencién proporciona una nueva base para atenuar un virus parental natural o mutante para uso como
una vacuna frente a PIV, que se basa en los efectos del rango de hospedadores debidos a la introduccién de uno o
mds genes o segmentos gendmicos entre HPIV y BPIV. Hay numerosas diferencias en las secuencias de nucleétidos y
aminodcidos entre BPIV y HPIV, que se reflejan en diferencias en el rango de hospedadores. Por ejemplo, entre HPIV3
y BPIV3 el porcentaje de identidad de aminodcidos para cada una de las siguientes proteinas es: N (86%), P (65%),
M (93%), F (83%), HN (77%), y L (91%). La diferencia del rango de hospedadores se demuestra por el crecimiento
altamente permisivo de HPIV3 en los monos rhesus, comparado con la replicacién restringida de dos cepas diferentes
de BPIV3 en el mismo animal (van Wyke Coelingh er al., 1988, cita anterior). Aunque la base de las diferencias del
rango de hospedadores entre HPIV3 y BPIV3 estd atin por determinar, es probable que incluyan diferencias en mds
de un gen y en multiples aminoédcidos. La implicacién de multiple genes y posiblemente de secuencias reguladoras
que actdan en cis, incluyendo cada una diferencias en miltiples aminodcidos o nucleétidos, da una base muy amplia
para la atenuacidn, que no puede ser alterada facilmente por reversion. Esto contrasta con la situacién con otros virus
HPIV3 vivos atenuados, que son atenuados mediante una o varias mutaciones puntuales. En este caso, la reversion de
cualquier mutacion individual puede llevar a una importante readquisicion de la virulencia o, en un caso en el que s6lo
exista una atenuacion especificada por un dnico residuo, a una completa readquisicién de la virulencia.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312347 T3

En las realizaciones de la invencién que sirven como ejemplo, descritas aqui mas adelante, el genoma o antigenoma
de fondo es un genoma o antigenoma de HPIV3, y el gen o segmento genémico heter6logo es un ORF de N derivado,
alternativamente, de una cepa Ka o SF de BPIV3 (que estdn relacionadas en un 99% de la secuencia de aminoécidos).
El ORF de N del antigenoma de fondo de HPIV3 es sustituido por el ORF de N homdélogo de BPIV3 dando un nuevo
clon recombinante de cDNA de PIV quimérico humano-bovino. El reemplazamiento del ORF de HPIV3 N de HPIV3
con el de Ka o SF de BPIV3 da como resultado una proteina con aproximadamente 70 diferencias de aminodcidos
(dependiendo de la cepa implicada) frente a la de HPIV3 N. La proteina N es una de las proteinas mas conservadas,
y la sustitucion de otras proteinas tales como P, solas o en combinacién, podria resultar en muchas mas diferencias de
aminodcidos. La implicacion de miiltiples genes y segmentos genémicos confiriendo cada uno multiples diferencias
de aminoécidos o nucleétidos proporciona una amplia base para una atenuacioén que es muy estable a la reversion.

Este modo de atenuacidn contrasta claramente con los actuales candidatos para las vacunas de HPIV que son ate-
nuados mediante una o mas mutaciones puntuales, donde la reversién de una mutacién individual puede dar una impor-
tante o completa readquisicion de la virulencia. Ademads, varias mutaciones puntuales atenuantes de HPIV conocidas,
dan tipicamente un fenotipo sensible a la temperatura. Un problema con la atenuacién asociada con la sensibilidad a
la temperatura es que el virus puede estar demasiado restringido para la replicacién en el tracto respiratorio inferior
mientras que estd sub-atenuado en el tracto respiratorio superior. Esto es debido a que hay un gradiente de temperatura
dentro del tracto respiratorio, con temperatura que es mds alta (y mds restrictiva) en el tracto respiratorio inferior y mas
baja (menos restrictiva) en el tracto respiratorio superior. La capacidad de un virus atenuado para replicarse en el tracto
respiratorio superior puede producir complicaciones incluyendo congestion, rinitis, fiebre y otitis media, mientras que
la sobreatenuacion en el tracto respiratorio inferior puede reducir la inmunogenicidad. Asi, la atenuacién conseguida
Unicamente por mutaciones sensibles a la temperatura quiza no es la ideal. En contraste, las mutaciones del rango de
hospedadores presentes en el PIV quimérico humano-bovino de la invencién no conferirdn en la mayor parte de los
casos sensibilidad a la temperatura. Por tanto, el nuevo método de atenuacién de PIV proporcionado por la invencién
serd mds estable genéticamente y fenotipicamente y probablemente estard menos asociado con la virulencia residual
en el tracto respiratorio superior en comparacion con otros PIV candidatos para la vacuna conocidos.

Sorprendentemente, ambos recombinantes quiméricos Ka y SF de HPIV3/BPIV3 que incluyen el reemplazamiento
de ORF de N fueron viables. Puesto que la proteina N de la cepa Ka o SF de BPIV3 difiere en 70 de 515 residuos
aminodcidos, respectivamente, de la proteina de la cepa JS de HPIV3, fue por tanto inesperado que una proteina N
bovina con este nivel de divergencia de la secuencia de aminodcidos pudiera interactuar eficientemente con el RNA de
HPIV3, o con otras proteinas de HPIV3 que constituyen la replicasa/transcriptasa funcional. Igualmente sorprendente
fue el hallazgo de que los virus quiméricos Ka y SF se replicaran tan eficientemente en cultivo celular como cualquiera
de los HPIV3 o BPIV3 parentales indicando que los recombinantes quiméricos no presentaban mds incompatibilidades
génicas que la restriccion de la replicacién in vitro. Esta propiedad de replicacion eficiente in vitro es importante porque
permite la fabricacion eficiente de este producto bioldgico.

También es sorprendente la observacion, basada en los estudios que siguen, de que el Ka y el SF de HPIV3/BPIV3
quiméricos recombinantes (denominados cKa y c¢SF), que llevan solamente un gen bovino, son casi equivalentes a sus
BPIV3 parentales en el grado de restriccién del rango de hospedadores en el tracto respiratorio del mono rhesus. En
particular, los virus cKa y cSF presentaron aproximadamente una reduccién de 60 veces o 30 veces, respectivamente,
en la replicacién en el tracto respiratorio superior de los monos rhesus en comparacién con la replicaciéon de HPIV3.
Basado en este hallazgo, es posible que otros genes de BPIV3 también confieran niveles deseados de restriccion del
rango de hospedadores dentro del PIV quimérico humano-bovino de la invencién. Por tanto, segin los presentes mé-
todos, serd facilmente identificada una lista de determinantes atenuantes en genes y segmentos genémicos heterélogos
de ambos, HPIV y BPIV que confieran, en combinacién apropiada, un nivel éptimo de restriccién del rango de hos-
pedadores y de inmunogenicidad en el PIV quimérico humano-bovino seleccionado para uso en la vacuna. En las
vacunas recombinantes preferidas, la atenuacién marcada por la replicacién en el tracto respiratorio inferior y/o supe-
rior en un modelo animal aceptado para la replicacion de PIV en los seres humanos, por ejemplo, hdmster o monos
rhesus, puede ser reducida al menos aproximadamente 2 veces, mds a menudo aproximadamente 5 veces, 10 veces,
0 20 veces, y preferiblemente 50-100 veces y hasta 1.000 veces o mds globalmente (por ejemplo, cuando se mide a
los 3-8 dias después de la infeccidn) en comparacién con el crecimiento de la correspondiente cepa de PIV parental
natural o mutante.

Confirmando la naturaleza y ventajas inesperadas proporcionadas por el PIV quimérico humano-bovino de la in-
vencion, tanto el cKa como el ¢SF indujeron un alto nivel de proteccion frente al enfrentamiento con HPIV3 en el
tracto respiratorio de monos rhesus, a pesar del excepcional grado de restriccién de la replicacién presentado por estos
virus en este modelo para la infeccién y proteccién de PIV humano. En particular, la infeccién previa con cualquier
virus quimérico indujo un alto nivel de resistencia a la replicacién del virus de enfrentamiento rJS tanto en el tracto
respiratorio superior como en el inferior. La infeccién de los monos con cKa provocé un alto grado de proteccién como
se indica por una reduccién aproximada de 300 veces en la replicacién de HPIV3 (rJS) natural en el tracto respiratorio
superior, y una reduccién aproximada de 1000 veces en el tracto inferior en comparacién con los monos control no
inoculados. Los monos infectados con cSF manifestaron una reducciéon de 2000 veces en la replicacién de rJS en el
tracto respiratorio superior, y una reduccioén de 1000 veces en el tracto inferior en comparacién con los monos control
no inoculados. Los niveles de proteccién provocados por cKa o ¢SF fueron comparables con los vistos en monos
previamente infectados con el PIV parental bovino o humano. Asi, la infeccién con PIV quimérico humano-bovino
de la invencién proporciona un alto nivel de proteccion en el tracto respiratorio superior e inferior de los monos, y
ambos virus quiméricos representan prometedores candidatos para la vacuna. En otras vacunas recombinantes prefe-
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ridas, la actividad inmunégena del PIV quimérico humano-bovino serd sopesada frente al nivel de atenuacién para
conseguir candidatos para la vacuna utiles, y estard tipicamente marcada por una reduccién de la replicacién del virus
de enfrentamiento, por ejemplo, rJS en el tracto respiratorio inferior y/o superior aproximadamente 50-100 veces, 100-
500 veces, preferiblemente aproximadamente 500-2.000 veces y hasta 3.000 veces o mds globalmente (por ejemplo,
cuando se mide a los 3-8 dias después del enfrentamiento). Asi, los virus de la vacuna recombinante de la invencién
mantienen la inmunogenicidad a la vez que presentan reducciones concomitantes en la replicacion y en el crecimiento.
Este sorprendente ensamblaje de rasgos fenotipicos es altamente deseado para el desarrollo de la vacuna.

La observacion de que el gen N procedente de dos cepas independientes de BPIV3 confiere un fenotipo de ate-
nuacién a HPIV3 para el mono rhesus, indica que ésta es probablemente una propiedad compartida por los genes N
de otras cepas de BPIV. Por consiguiente, dentro de los métodos de la invencién cualquier gen o segmento gendmico
de BPIV, solo o en combinacién con uno o mds de otros genes o segmentos genémicos de BPIV, se puede combinar
con las secuencias de HPIV para producir un virus quimérico recombinante HPIV3/BPIV3 atenuado adecuado para
uso como virus de la vacuna. En las realizaciones preferidas, todos los HPIV, incluyendo HPIV1, HPIV2, HPIV3 y las
cepas variantes de los mismos, son receptores Utiles para los genes y/o segmentos gendmicos atenuantes de BPIV. En
general, los genes de HPIV seleccionados para inclusién en un virus quimérico HPIV3/BPIV3 incluirdn uno o mas de
los antigenos protectores, tales como las glucoproteinas HN o F.

Un PIV quimérico humano-bovino alternativo de la invencién contendrd determinantes antigénicos protectores
de HPIV1 o HPIV2. Esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante la expresion de un gen HN y/o F de HPIV1
o HPIV2 como un gen o genes extra en un HPIV3/BPIV3 quimérico recombinante atenuado. Alternativamente, es
posible utilizar un virus quimérico antigénico HPIV3/HPIV1 o HPIV3/HPIV2, en el cual los genes HN y/o F de
HPIV1 o HPIV2 reemplazan a sus homdlogos de PIV3 (Skiadopoulos et al., 1999a, cita anterior; Tao et al., 1999,
cita anterior; y solicitud de patente de Estados Unidos No. de Serie 09/083,793, presentada el 22 de mayo de 1998),
como un virus receptor o de fondo para uno o mas genes o segmentos gendémicos bovinos atenuantes heter6logos, por
ejemplo un gen o segmento gendmico N de Ka o SF. Tales virus quiméricos antigénicos serdn atenuados por el gen
N bovino, pero provocaran inmunidad frente al virus HPIV1 o HPIV2. En este contexto, ha sido generado un PIV1
quimérico candidato para la vacuna, utilizando el sistema de rescate de cDNA de PIV3 reemplazando los marcos de
lectura abiertos (ORFs) de HN y F de PIV3 con los de PIV1 en un cDNA de longitud completa de PIV3 que contiene
las tres mutaciones atenuantes en L. El virus quimérico recombinante derivado de este cDNA se denomina rPIV3-
1.cp45L (Skiadopoulos et al., 1998, cita anterior; Tao et al., 1998, cita anterior; Tao et al., 1999, cita anterior).
El rPIV3-1.cp45L fue atenuado en los hdmster y provocé un alto nivel de resistencia al enfrentamiento con PIV1.
También ha sido producido un virus quimérico recombinante, denominado rPIV3-1cp45, que contiene 12 de las 15
mutaciones cp45, esto es, excluyendo las mutaciones en HN y F, y que estd altamente atenuado en el tracto respiratorio
superior e inferior de los hamster (Skiadopoulos et al., 1999a, cita anterior).

Ademads otros HPIV/BPIV quiméricos recombinantes incorporardn dos o mds genes o segmentos gendmicos de
BPIV, en cualquier combinacién, hasta incluir todo el genoma del BPIV aparte de los genes seleccionados o deter-
minantes antigénicos seleccionados de los genes y segmentos genémicos HN o F, que podrian proceder de un virus
humano HPIV1, HPIV2, o HPIV3. Otras realizaciones adicionales de la invencién se dirigen a un PIV quimérico
humano-bovino que incorpora genes atenuantes de otros PIV animales, tales como el PIV1 murino, el virus SV5
PIV2 canino, u otro PIV aviar o mamifero en combinacién con un esqueleto de HPIV, incluyendo alternativamente un
esqueleto de HPIV quimérico, procedente de HPIV1, HPIV2, y/o HPIV3.

En otros aspectos detallados de la invencién, se emplean PIV quiméricos humano-bovinos como vectores para
antigenos protectores de patégenos heter6logos, incluyendo otros virus PIV y no PIV y patégenos no virales. Dentro
de estos aspectos, el genoma o antigenoma quimérico bovino-humano comprende un “genoma o antigenoma vector”
de PIV parcial o completo combinado con uno o mds genes o segmentos gendémicos heter6logos que codifican uno
o mds determinantes antigénicos de uno o mds patégenos heterélogos (véase, por ejemplo, solicitud provisional de
patente de Estados Unidos Nimero de serie 60/170.195, presentada el 10 de diciembre de 1999 por Murphy et al.).
El patégeno heter6logo en este contexto puede ser un PIV heter6logo y los genes o segmentos gendmicos heterélogos
se pueden seleccionar para codificar una o méas proteinas N, P, C, D, V, M, F, SH (cuando sea aplicable) HN y/o L de
PIV, asi como los dominios, fragmentos de proteina, y regiones o epitopos inmundgenos. Las vacunas del vector de
PIV construidas de este modo, pueden provocar una respuesta inmunitaria poliespecifica y pueden ser administradas
simultdneamente o en un protocolo de administracién coordinada con otros agentes de vacuna.

En realizaciones de la invencién tomadas como ejemplo, el PIV quimérico humano-bovino puede comprender un
genoma o antigenoma vector que es un genoma o antigenoma de HPIV parcial o completo, que estd combinado con,
o estd modificado para incorporar, uno o mds genes o segmentos genémicos heter6logos que codifican determinantes
antigénicos de uno o mds PIV heterdlogos, incluyendo los HPIV heter6logos seleccionados de HPIV1, HPIV2, o
HPIV3. En aspectos mds detallados, el genoma o antigenoma vector es un genoma o antigenoma parcial o completo
de HPIV3 y los genes o segmentos gendmicos heterélogos que codifican los determinantes antigénicos son de uno
o mas HPIV heterélogos. Tipicamente, el genoma o antigenoma quimérico incorpora uno o mas genes o segmentos
gendmicos de un BPIV que especifica la atenuacion.

En los aspectos de la invencién tomados como ejemplo, el PIV quimérico bovino-humano incorpora uno o mas
genes o segmentos gendémicos de HPIV1 o HPIV2 que codifican una o mas glucoproteinas HN y/o F o dominios
antigénicos, fragmentos o epitopos de las mismas dentro de un genoma o antigenoma vector de HPIV3 parcial o
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completo. En aspectos mas detallados, ambos genes de HPIV1 que codifican las glucoproteinas HN y F sustituyen a
los genes homdlogos HN y F de HPIV3 para formar un genoma o antigenoma vector de HPIV3-1 quimérico. Tales
construcciones recombinantes se pueden utilizar para producir directamente virus de vacuna, o se pueden modificar
ademads por adicién o incorporacién de uno o mds genes o segmentos génicos que codifican uno o més determinantes
antigénicos. Tales construcciones para la produccién de virus de vacuna incorporan tipicamente uno o mas genes o
segmentos genémicos heterélogos de un BPIV que especifica atenuacién, por ejemplo un marco de lectura abierto
(ORF) que codifica una proteina atenuante de BPIV, tal como N. Se pueden emplear ciertos PIV quiméricos humano-
bovinos de la invencién como vectores para generar vacunas especificas frente a HPIV2, por ejemplo en las que se
afiade o se incorpora una unidad de transcripcion que comprende un marco de lectura abierto (ORF) de un gen HN
de HPIV2, dentro de un genoma o antigenoma vector de HPIV3-1 quimérico y la construccién quimérica es atenuada
por la incorporacién de un gen o segmento genémico de BPIV.

En mds aspectos adicionales de la invencion, se proporcionan PIVs quiméricos humano-bovinos como vectores
para una serie de patégenos no PIV (véase, por ejemplo, la solicitud provisional de patente de Estados Unidos No. de
Serie 60/170.195, presentada el 10 de diciembre de 1999 por Murphy et al.). El genoma o antigenoma vector para uso
dentro de estos aspectos de la invencién puede comprender un genoma o antigenoma de HPIV parcial o completo, y el
patdgeno heterélogo se puede seleccionar entre el virus del sarampidn, los virus sincitiales respiratorios subgrupo A 'y
subgrupo B, el virus de la parotiditis, los virus del papiloma humano, los virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
y tipo 2, los virus del herpes simple, el citomegalovirus, el virus de la rabia, el virus de Epstein Barr, los filovirus, los
buniavirus, los flavivirus, los alfavirus y los virus de la gripe.

Por ejemplo, un genoma o antigenoma vector de HPIV para construir un PIV quimérico bovino-humano de la
invencién puede incorporar determinantes antigénicos heterélogos seleccionados de las proteinas HA y F del virus del
sarampion, o dominios antigénicos, fragmentos y epitopos de las mismas. En realizaciones tomadas como ejemplo,
una unidad de transcripcién que comprende un marco de lectura abierto (ORF) de un gen HA del virus del sarampién
se afiade o se incorpora dentro de un genoma o antigenoma vector de HPTV3.

Alternativamente, los PIV quiméricos bovino-humanos se pueden utilizar como vectores para incorporar determi-
nantes antigénicos heterélogos procedentes del virus sincitial respiratorio (RSV), por ejemplo incorporando uno o mas
genes o segmentos gendmicos que codifican las glucoproteinas F y/o G de RSV o dominios inmundgenos o epitopos
de las mismas. En este contexto, la clonacién del cDNA de RSV y otras descripciones son proporcionadas en la soli-
citud provisional de patente de Estados Unidos No. 60/007.083, presentada el 27 de septiembre de 1995; solicitud de
patente de Estados Unidos No. 08/720.132, presentada el 27 de septiembre de 1996; solicitud provisional de patente de
Estados Unidos No. 60/021.773, presentada el 15 de julio de 1996; solicitud provisional de patente de Estados Unidos
No. 60/046.141, presentada el 9 de mayo de 1997; solicitud provisional de patente de Estados Unidos No. 60/047.634,
presentada el 23 de mayo de 1997; solicitud de patente de Estados Unidos No. 08/892.403, presentada el 15 de julio
de 1997 (correspondiente a la publicacién internacional No. WO 98/02530); solicitud de patente de Estados Unidos
No. de Serie 09/291.894, presentada el 13 de abril de 1999; solicitud provisional de patente de Estados Unidos No. de
Serie 60/129.006, presentada el 13 de abril de 1999; Collins, et al., 1995, cita anterior; Bukreyeyv, et al., J. Virol. 70:
6634-6641, 1996; Juhasz et al., 1997, cita anterior; Durbin et al., 1997a, cita anterior; He et al., 1997, cita anterior;
Baron et al., 1997, cita anterior; Whitehead et al., 1998a, cita anterior; Whitehead et al., 1998b, cita anterior; Jin
et al., 1998, cita anterior; y Whitehead et al., 1999, cita anterior; y Bukreyev et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA96:
2367-2372, 1999).

De acuerdo con este aspecto de la invencidn, se proporcionan PIVs quiméricos humano-bovinos que incorporan al
menos un determinante antigénico procedente de un PIV heterélogo o de un patégeno no PIV. Por ejemplo, uno o mas
genes o segmentos gendmicos individuales de HPIV3 pueden ser reemplazados con genes o segmentos genémicos
homélogos procedentes de RSV humano, o se puede insertar o afiadir un gen o segmento genémico RSV como gen
supernumerario. Alternativamente, un segmento gendmico heterélogo, seleccionado, por ejemplo que codifica una cola
citoplasmica, un dominio transmembranal o un ectodominio de una glucoproteina de RSV, sustituye a un segmento
genémico homéblogo, por ejemplo, en el mismo gen en HPIV3 o dentro de un gen diferente en HPIV3, o se afade
dentro de una secuencia no codificadora del genoma o antigenoma de HPIV3 para dar una glucoproteina quimérica de
PIV-RSV. En una realizacién, un segmento genémico de un gen F de RSV humano sustituye a un segmento genémico
de HPIV3 para dar construcciones que codifican proteinas quiméricas, por ejemplo proteinas de fusién que tienen una
cola citopldsmica y/o un dominio transmembranal de PIV fusionado con un ectodominio de RSV para dar un nuevo
virus atenuado, y/o una vacuna multivalente inmundgena frente a ambos, PIV y RSV.

Como se ha indicado antes, a menudo es deseable ajustar el fenotipo de atenuacion en el PIV quimérico humano-
bovino de la invencién introduciendo mutaciones adicionales que aumentan o reducen la atenuacién o alteran de
otra manera el fenotipo del virus quimérico. Descripciones detalladas de los materiales y métodos para producir PIV
recombinante a partir de cDNA, y para preparar y analizar el intervalo completo de las mutaciones y modificaciones
de nucleétidos indicadas aqui como aspectos suplementarios de la presente invencidn, se encuentran, por ejemplo,
en Durbin et al., 1997a, cita anterior; solicitud de patente de Estados Unidos No. de Serie 09/083.793, presentada
el 22 de mayo de 1998; solicitud provisional de Estados Unidos No. 60/047.575, presentada el 23 de mayo de 1997
(correspondiente a la publicacion internacional No. WO 98/53078), y solicitud provisional de Estados Unidos No.
60/059.385, presentada el 19 de septiembre de 1997.
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En particular, estos documentos describen métodos y procedimientos para llevar a cabo la mutagénesis, el aisla-
miento y la caracterizacioén de PIV para obtener cepas mutantes atenuadas (por ejemplo, cepas mutantes sensibles a la
temperatura (ts), pasadas por frio (cp) adaptadas al frio (ca), de placas pequeiias (sp) y con un rango de hospedadores
restringido (hr)) y para identificar los cambios genéticos que especifican el fenotipo atenuado. Conjuntamente con estos
métodos, los documentos citados detallan procedimientos para determinar la replicacién, inmunogenicidad, estabili-
dad genética y eficacia protectora de los PIV humanos atenuados de origen biolégico y producidos recombinantemente
en sistemas de modelos aceptados, incluyendo los sistemas de modelos murinos y de primates no humanos. Ademas,
estos documentos describen métodos generales para desarrollar y analizar composiciones inmundgenas, incluyendo
vacunas monovalentes y bivalentes, para profilaxis y tratamiento de la infecciéon por PIV. Los métodos para producir
PIV recombinante infeccioso mediante la construccién y expresion de cDNA que codifica un genoma o antigenoma
de PIV co-expresado con proteinas esenciales de PIV, estdn descritos también en los documentos mencionados, que
incluyen la descripcidn de los siguientes ejemplos de plasmidos que se pueden emplear para producir clones virales de
PIV infeccioso: p3/7(131) (ATCC 97990); p3/7(131)2G (ATCC 97889); y p218(131) (ATCC 97991); cada uno deposi-
tado segtin los términos del Tratado de Budapest en la American Type Culture Collection (ATCC) de 10801 University
Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209, U.S.A., y que han recibido los nimeros de acceso identificados antes.

También estdn descritos en las referencias mencionadas antes, métodos para construir y evaluar PIV recombinan-
tes infecciosos que se modifican para incorporar mutaciones especificas del fenotipo identificadas en PIV mutantes de
origen bioldgico, por ejemplo, mutantes pasados por frio (cp), adaptados al frio (ca), con rango de hospedadores res-
tringido (hr), de placas pequefias (sp), y/o sensibles a la temperatura (ts), por ejemplo la cepa mutante JS HPIV3 cp 45.
Otras mutaciones pueden ser atenuantes sin un fenotipo marcador auxiliar. Las mutaciones identificadas en estos mu-
tantes pueden ser adoptadas facilmente en el PIV quimérico humano-bovino. En realizaciones tomadas como ejemplo,
una o mas mutaciones atenuantes tienen lugar en la proteina L de la polimerasa, por ejemplo, en una posicién corres-
pondiente a Tyroy,, Leugg,, 0 Thryssg de JS cp45. Preferiblemente, estas mutaciones se incorporan al PIV quimérico hu-
mano-bovino de la invencién mediante una sustitucién de aminodcidos idéntica, o conservadora, como la identificada
en el mutante biolégico. Asi, los PIV recombinantes pueden incorporar una mutacion en la que Tyry, estd reemplaza-
do por His, Leuy, estd reemplazado por Phe, y/o Thrssy estd reemplazado por Ile. Las sustituciones que son conser-
vadoras para estos aminodcidos de reemplazamiento son ttiles también para conseguir un fenotipo mutante deseado.

Otros ejemplos de mutaciones adoptadas a partir de un PIV mutante de origen biolégico incluyen una o mds
mutaciones en la proteina N, incluyendo mutaciones especificas en una posicién correspondiente a los residuos Valyg
o Sersg de JS cp45. En aspectos mds detallados, estas mutaciones estdn representadas como sustituciones de Valgg
para Ala o Sersg para Ala o aquellas que son conservadoras para las mismas. Son ttiles también dentro del PIV
recombinante de la invencién la sustitucién de aminodcidos en la proteina C, por ejemplo, una mutacién en una
posicién correspondiente a Ilegs de JS cp45, preferiblemente representada por una sustitucion idéntica o conservadora
de Ileys para Thr. Otros ejemplos mas de mutaciones adoptadas a partir de PIV mutantes de origen biolégico, incluyen
una mutacion en el gen M tal como Pro,q en JS cp45, o mds mutaciones en la proteina F, incluyendo las mutaciones
adoptadas a partir JS cp45 en una posicién correspondiente a los residuos Ile,,, 0 Alays, de JS cp45, preferiblemente
representadas por sustituciones dcidas Ile,,, para Val o Alays, para Thr o sustituciones conservadoras de las mismas.
Otros PIV quiméricos humano-bovinos dentro de la invencién adoptan una o mds sustituciones de aminoacidos en
la proteina HN, como se ilustra aqui mds adelante mediante un PIV recombinante que adopta una mutacién en una
posicion correspondiente al residuo Valzg, de JS, preferiblemente representada por la sustitucion de Valg, para Ala.

Otros ejemplos adicionales dentro de este aspecto de la invencién incluyen los PIV quiméricos humano-bovinos
que incorporan una o mas mutaciones en porciones no codificadoras del genoma o antigenoma de PIV, por ejemplo en
una secuencia lider 3’. Las mutaciones tomadas como ejemplo en este contexto pueden ser preparadas en una posicién
en el lider 3’ de un virus recombinante en una posicion correspondiente a los nucleétidos 23, 24, 28, 0 45 de JS cp45.
Otros ejemplos de mutaciones adicionales pueden ser preparados en la secuencia de partida del gen N, por ejemplo
cambiando uno o mds nucledtidos de la secuencia de partida del gen N, por ejemplo, en una posicién correspondiente
al nucleétido 62 de JS cp45. En aspectos mas detallados los PIV quiméricos humano-bovinos incorporan un cambio
de T a C en el nucleétido 23, un cambio de C a T en el nucleétido 24, un cambio de G a T en el nucleétido 28, y/o un
cambio de T a A en el nucledtido 45. Mutaciones adicionales en secuencias extragénicas se ilustran por un cambio de
A a T en la secuencia de partida del gen N en una posicién correspondiente al nucleétido 62 de JS.

Estas mutaciones de los ejemplos mencionadas que se pueden preparar por ingenieria genética en un PIV quimérico
humano-bovino de la invencién, han sido preparadas satisfactoriamente y recuperadas en PIV recombinante, como se
representa por los clones recombinantes de PIV denominados rcp45, rcp45 L, rcp45 F, rep45 M, rep45 HN, rcp45 C,
rcp4S F, rep45 3°N, 3’NL, y rcp45 3’NCMFHN (Durbin et al., 1997a, cita anterior; Skiadopolos et al., 1998, cita
anterior; Skiadopolos et al., J. Virol. 73: 1374-1381, 1999b; solicitud de patente de Estados Unidos No. de Serie
09/083.793, presentada el 22 de mayo de 1998; solicitud provisional de Estados Unidos No. 60/047.575, presentada
el 23 de mayo de 1997 (correspondiente a la publicacién internacional No. WO 98/53078), y solicitud provisional de
Estados Unidos No. 60/059.385, presentada el 19 de septiembre de 1997). Ademads, las referencias mencionadas antes
describen la construccién de PIV recombinantes quiméricos, por ejemplo, que tienen los genes HN y F de HPIV1
sustituidos en un genoma o antigenoma de fondo de HPIV3 parcial, que se modifican después para llevar una o mas
de las mutaciones atenuantes identificadas en HPIV3 JS cp45. Uno de tales recombinantes quiméricos incorpora todas
las mutaciones atenuantes identificadas en el gen L de cp45. Se ha demostrado por tanto que todas las mutaciones de
cp45 fuera de los genes HN y F heterdlogos (HPIV1) se pueden incorporar a un HPIV3-1 recombinante para dar un
candidato para la vacuna quimérico, atenuado.
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A partir de JS cp45 y otros mutantes de PIV de origen biolégico, se proporciona un amplio “mentd” de mutaciones
atenuantes, cada una de las cuales se puede combinar con cualquier otra mutacidn o mutaciones para ajustar el nivel de
atenuacion, la inmunogenicidad y la estabilidad genética en un PIV recombinante que lleva una mutacién o mutaciones
de delecién o eliminacién de C, D, y/o V. En este contexto, muchos PIVs recombinantes de la invencién incluirdn una
0 mads, y preferiblemente dos o mds, mutaciones de PIV mutantes de origen biolégico, por ejemplo, una cualquiera
de las mutaciones identificadas en JS cp45 o una combinacién de ellas. Los PIVs recombinantes preferidos dentro de
la invencion incorporardn una pluralidad y hasta un complemento completo de las mutaciones presentes en JS cp45 u
otras cepas mutantes de PIV de origen bioldgico. Preferiblemente, estas mutaciones se estabilizan frente a la reversion
del PIV quimérico humano-bovino mediante mdltiples sustituciones de nucledtidos en un codén que especifica cada
mutacion.

Las mutaciones adicionales que se pueden incorporar en el PIV quimérico humano-bovino de la invencién son
mutaciones, por ejemplo, mutaciones atenuantes, identificadas en PIV heter6logos o en virus con RNA de cadena
negativa, no segmentados, mas lejanamente relacionados. En particular, las mutaciones atenuantes y otras mutaciones
deseadas identificadas en un virus con RNA de cadena negativa pueden ser “transferidas”, por ejemplo, introducidas
por mutagénesis en una posicion correspondiente dentro del genoma o antigenoma del PIV quimérico humano-bovino.
En resumen, las mutaciones deseadas en un virus heter6logo con RNA de cadena negativa son transferidas al PIV re-
ceptor. Esto implica la localizacién de la mutacién en el virus heter6logo, identificando de este modo por alineamiento
de la secuencia el correspondiente sitio en el RSV receptor, y mutando la secuencia nativa del PIV receptor al geno-
tipo mutante (ya sea por una mutacién idéntica o conservadora), como se describe en PCT/US00/09695 presentada
el 12 de abril de 2000 y su prioridad solicitud provisional de patente de Estados Unidos No. de Serie 60/129.006,
presentada el 13 de abril de 1999). Como demuestra esta descripcion, es preferible modificar el genoma o antigenoma
receptor para codificar una alteracién en el sitio sometido a mutacion, que corresponde de forma conservadora a la
alteracion identificada en el virus mutante heter6logo. Por ejemplo, si una sustitucién de aminodcidos marca un sitio
de mutacién en el virus mutante en comparacién con la correspondiente secuencia natural, entonces se debe prepa-
rar por ingenieria genética una sustitucion similar en el residuo o residuos correspondientes del virus recombinante.
Preferiblemente la sustitucién incluird un aminodcido idéntico o conservador para el residuo sustituto presente en la
protefna viral mutante. Sin embargo, es posible también alterar el residuo aminoacido nativo en el sitio de la mutacién
de forma no conservadora con respecto al residuo sustituto en la proteina mutante (por ejemplo, utilizando cualquier
otro aminodcido para romper o deteriorar la funcién del residuo natural).

Los virus con RNA de cadena negativa a partir de los cuales las mutaciones que se toman como ejemplo, se
identifican y se transfieren al PIV quimérico humano-bovino de la invencién incluyen otros PIVs (por ejemplo, HPIV1,
HPIV2, HPIV3, HPIV4A, HPIV4B y BPIV3), RSV, virus Sendai (SeV), virus de la enfermedad de Newcastle (NDV),
virus 5 del simio (SV5), virus del sarampién (MeV), virus rinderpest, virus del distemper canino (CDV), virus de la
rabia (RaV) y virus de la estomatitis vesicular (VSV), entre otros.

Una variedad de ejemplos de mutaciones para uso dentro de la invencion estdn descritos en las referencias men-
cionadas antes, incluyendo pero sin limitarse a ella, una sustitucién de aminoécidos de fenilalanina en la posicién 521
de la proteina L de RSV que corresponde y por tanto es transferible a una sustitucién de fenilalanina (o un aminoécido
relacionado de forma conservadora) en la posicion 456 de la proteina L de HPIV3. En el caso de mutaciones marcadas
por deleciones o inserciones, éstas se pueden introducir como las correspondientes deleciones o inserciones en el virus
recombinante, ya sea dentro del genoma o antigenoma de fondo o dentro del gen o segmento gendmico heterélogo
incorporado al mismo. Sin embargo el tamafio particular y la secuencia de aminodcidos del fragmento de proteina
delecionado o insertado puede variar.

Otros candidatos adicionales de vacuna de PIV humano-bovino dentro de la invencién se pueden conseguir mo-
dificando el genoma o antigenoma del PIV quimérico para codificar una mutacién andloga a una mutacién atenuante
identificada en el virus Sendai (SeV). En un ejemplo, la mutacién atenuante comprende una sustitucién de aminoé-
cidos de fenilalanina en la posicion 170 de la proteina C de SeV. El genoma o antigenoma de PIV se modifica para
codificar una alteracién de un residuo conservado que corresponde de forma conservadora a la alteraciéon que marca la
mutacién atenuante en el mutante SeV heterélogo. En una realizacidn, la mutacién se incorpora dentro de una proteina
de HPIV3 recombinante y comprende una sustitucién de aminoacidos de fenilalanina en la posicién 164 de la proteina
C de HPIV3.

Diferentes proteinas objetivos son responsables de la introduccién de mutaciones atenuantes a partir de un virus
con RNA de cadena negativa en un sitio correspondiente dentro del PIV quimérico humano-bovino de la invencién. En
todo el orden de los Mononegavirales, cinco proteinas objetivos estdn estrictamente conservadas y presentan grados de
identidad de secuencia de moderados a altos, para regiones o dominios especificos. En particular, todos los miembros
conocidos del orden, comparten una constelaciéon homoéloga de cinco proteinas: una proteina (N) de la nucleocdpsida,
una fosfoproteina (P) de la nucleocdpsida, una proteina (M) de la matriz no glucosilada, al menos una glucoproteina
(HN, F, H, o G) de superficie y una proteina (L) polimerasa de gran dimensién. Estas proteinas representan todas
objetivos ttiles para incorporar mutaciones atenuantes mediante la alteracién de uno o més residuos conservados en
una proteina del virus recombinante en un sitio que corresponde al sitio de una mutacién atenuante identificado en el
virus mutante heterélogo.

En este contexto, los métodos para transferir mutaciones heterélogas al PIV quimérico humano-bovino de la in-
vencién se basan en la identificacién de una mutacién atenuante en un primer virus con RNA de cadena negativa.
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La mutacion, identificada en términos de secuencia mutante frente a secuencia natural en la posicion del aminoécido
sujeto que marca el sitio de la mutacién, proporciona un indice para comparacién de la secuencia frente a una proteina
homéloga en el virus quimérico (ya sea en el genoma o antigenoma de fondo o en el gen o segmento génico heter6logo
afiadido o sustituido en el mismo) que es el objetivo para la atenuacién recombinante. La mutacion atenuante puede ser
conocida previamente o puede ser identificada por técnicas mutagénicas y técnicas de genética reversa aplicadas para
generar y caracterizar el virus mutante de origen bioldgico. Alternativamente, las mutaciones atenuantes de interés se
pueden generar y caracterizar de novo, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida al sitio y métodos convencionales
de cribado.

Cada mutacién atenuante identificada en un virus con RNA de cadena negativa proporciona un indice para la com-
paracion de secuencias frente a una proteina homologa en uno o mas virus heter6logos de cadena negativa. En este
contexto, se pueden analizar los alineamientos existentes de las secuencias, o se pueden emplear métodos convencio-
nales de alineamiento de las secuencias para producir comparaciones de secuencias para andlisis, para identificar las
regiones proteinicas y las posiciones de aminoécidos correspondientes entre la proteina que lleva la mutacién atenuan-
te y una proteina homoéloga de un virus diferente que es el virus recombinante objetivo para la atenuaciéon. Cuando
uno o mds residuos que marcan la mutacién atenuante han sido alterados a partir de una identidad “natural” que se
conserva en la posicién del aminodcido correspondiente en la proteina del virus quimérico humano-bovino objetivo,
el genoma o antigenoma del virus objetivo se modifica recombinantemente para codificar una delecién, sustitucion,
o insercidn de aminodcidos para alterar el residuo o residuos conservados en la proteina del virus objetivo y con ello
conferir un fenotipo andlogo, atenuado en el virus recombinante.

Dentro de este método de disefio racional para construir virus recombinantes atenuados de cadena negativa, la
identidad natural del residuo o residuos en las posiciones de aminodcidos que marcan una mutacién atenuante en
un virus con RNA de cadena negativa, puede ser conservada estrictamente, o mediante sustitucion conservadora en
las correspondientes posiciones de aminodcidos en la proteina del virus quimérico humano-bovino objetivo. Asi, el
residuo o residuos correspondientes en la proteina del virus objetivo pueden ser idénticos, o pueden estar relacionados
de forma conservadora en términos de estructura y funcién del grupo lateral de aminodacidos, con el residuo o residuos
naturales que son alterados por la mutacion atenuante en el virus mutante heterélogo. En cualquier caso, se puede
conseguir una atenuacioén andloga en el virus recombinante segtn los métodos de la invencién modificando el genoma
o antigenoma recombinante del virus objetivo para codificar la delecién, sustitucion, o insercién de aminodcidos para
alterar el residuo o residuos conservados.

En este contexto, es preferible modificar el genoma o antigenoma para codificar una alteracion del residuo o resi-
duos conservados que corresponde de forma conservadora a la alteracion que marca la mutacion atenuante en el virus
mutante heterélogo. Por ejemplo, si una sustitucion de aminodcidos marca un sitio de mutacion en el virus mutante
en comparacion con la correspondiente secuencia natural, entonces debe ser preparada una sustitucién en el residuo o
residuos correspondientes del virus recombinante. Preferiblemente la sustitucidn serd idéntica o conservadora para el
residuo sustituto presente en la proteina viral mutante. Sin embargo, es posible alterar también el residuo de aminoé-
cido nativo en el sitio de mutacidon de forma no conservadora con respecto al residuo sustituto en la proteina mutante
(por ejemplo, utilizando cualquier otro aminoécido para romper o deteriorar la identidad y funcién del residuo natu-
ral). En el caso de mutaciones marcadas por deleciones o inserciones, estas pueden ser transferidas como deleciones o
inserciones correspondientes al virus recombinante, sin embargo el tamafio particular y la secuencia de aminodcidos
del fragmento de proteina delecionado o insertado puede variar.

Dentro de aspectos alternativos de la invencién, las mutaciones asi transferidas desde los virus mutantes hetero-
logos de cadena negativa pueden conferir una variedad de fenotipos dentro del PIV quimérico humano-bovino de
la invencidn, en adicién o asociacién con el fenotipo atenuado deseado. Asi, las mutaciones tomadas como ejemplo
incorporadas dentro de las proteinas recombinantes del virus, pueden conferir fenotipos sensibles a la temperatura
(ts), adaptados al frio (ca), de placas pequenas (sp), o con rango de hospedadores restringido (hr), o un cambio en el
crecimiento o en la inmunogenicidad, en adicién al fenotipo atenuado o asociados con él.

Las mutaciones atenuantes en los PIV de origen bioldgico y otros virus no segmentados con RNA de cadena
negativa para incorporacién dentro del PIV quimérico humano-bovino, pueden tener lugar naturalmente o pueden ser
introducidas en las cepas de PIV naturales por procedimientos de mutagénesis bien conocidos. Por ejemplo, se pueden
producir cepas parentales de PIV incompletamente atenuadas por mutagénesis quimica durante el crecimiento del
virus en cultivos celulares a los cuales se ha afiadido un mutigeno quimico, mediante selecciéon de un virus que ha
sido sometido a pases a temperaturas subdptimas con el fin de introducir mutaciones de restriccién del crecimiento, o
mediante seleccion de un virus mutagenizado que produce placas pequefias (sp) en cultivo celular, como se describe
en las referencias mencionadas antes.

Por “PIV de origen biolégico” se entiende cualquier PIV no producido por medios recombinantes. Por tanto, los
PIV de origen bioldgico incluyen todos los PIV naturales, incluyendo, por ejemplo, los PIV naturales que tienen una
secuencia gendémica natural y los PIV que tienen variaciones genémicas alélicas o mutantes a partir de una secuencia
de referencia de RSV natural, por ejemplo, los PIV que tienen una mutacién que especifica un fenotipo atenuado.
Asimismo, los PIV de origen bioldgico incluyen PIV mutantes derivados de un PIV parental, por procedimientos
artificiales de mutagénesis y seleccidn, entre otros.
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Como se ha indicado antes, la produccién de un mutante de PIV de origen biolégico suficientemente atenuado, se
puede conseguir por varios métodos conocidos. Uno de tales procedimientos implica someter un virus parcialmente
atenuado a pases en cultivo celular a temperaturas atenuantes progresivamente mds bajas. Por ejemplo, se producen
mutantes parcialmente atenuados mediante pases en cultivos celulares a temperaturas subdptimas. Asi, un mutante cp
(pasado por frio) u otra cepa de PIV parcialmente atenuada se adapta a un crecimiento eficiente en una temperatura
mads baja mediante pases en cultivo. Esta seleccién de un PIV mutante durante pases en frio reduce sustancialmente
cualquier virulencia residual en las cepas derivadas en comparacién con el virus parental parcialmente atenuado.

Alternativamente, se pueden introducir mutaciones especificas en los PIV de origen bioldgico sometiendo un virus
parental parcialmente atenuado a mutagénesis quimica, por ejemplo, para introducir mutaciones ts (sensibles a la
temperatura) o, en el caso de virus que ya son ts, mutaciones ts adicionales suficientes para conferir un aumento de la
atenuacion y/o estabilidad del fenotipo ts del derivado atenuado. Los medios para la introduccién de mutaciones ts en
el PIV incluyen la replicacion del virus en presencia de un mutdgeno tal como 5-fluorouridina segtin procedimientos
generalmente conocidos. Se pueden usar también otros mutdgenos quimicos. La atenuacién puede resultar de una
mutacidn ts en casi todos los genes de PIV, aunque se ha encontrado que es un objetivo particularmente dispuesto para
este propdsito, el gen (L) de la polimerasa.

El nivel de sensibilidad a la temperatura de la replicacién en PIV atenuados tomados como ejemplo, para uso
dentro de la invencidn se determina comparando su replicacion a una temperatura permisiva con la replicacion a varias
temperaturas restrictivas. La temperatura mas baja en la que la replicacion del virus se reduce 100 veces o mas en
comparacidn con su replicacién a la temperatura permisiva se denomina temperatura de desconexién. En los animales
experimentales y en los seres humanos, tanto la replicacién como la virulencia de PIV estdn correlacionadas con la
temperatura de desconexién del mutante.

Se ha encontrado que el mutante JS cp45 HPIV3 es relativamente estable genéticamente, altamente inmundgeno,
y satisfactoriamente atenuado. El andlisis de la secuencia de nucledtidos de este virus de origen biolégico y los virus
recombinantes que incorporan diferentes mutaciones individuales y combinadas encontradas en ellos, indica que cada
nivel de aumento de la atenuacion estd asociado con sustituciones especificas de nucledtidos y aminodcidos. Las re-
ferencias mencionadas antes describen también cémo distinguir de manera rutinaria entre las mutaciones incidentales
silentes y aquellas que son responsables de las diferencias de fenotipo, mediante la introduccién de las mutaciones,
por separado y en diferentes combinaciones, en el genoma o antigenoma de clones de PIV infeccioso. Este procedi-
miento acoplado con la evaluacién de las caracteristicas fenotipicas del virus parental y del virus derivado identifica
las mutaciones responsables de caracteristicas deseadas tales como la atenuacidn, la sensibilidad a la temperatura, la
adaptacion al frio, el tamafio de placas pequeias, la restriccion del rango de hospedadores, etc.

Las mutaciones identificadas de este modo se compilan en un “mend” y se introducen entonces como se desee,
solas o en combinacién, para ajustar un PIV quimérico humano-bovino hasta un nivel apropiado de atenuacioén, in-
munogenicidad, resistencia genética a la reversion desde un fenotipo atenuado, etc., tal como se desee. De acuerdo
con la descripcién anterior, la capacidad para producir PIV infecciosos a partir del cDNA permite la introduccién de
cambios especificos producidos por ingenieria genética dentro del PIV quimérico humano-bovino. En particular, los
PIV recombinantes infecciosos se emplean para la identificacion de mutaciones especificas en cepas atenuadas de PIV,
de origen biolégico, por ejemplo mutaciones que especifican los fenotipos ts, ca, att y otros fenotipos. Las mutaciones
deseadas se identifican de este modo y se introducen en las cepas de vacuna de PIV quimérico humano-bovino re-
combinante. La capacidad de producir virus a partir del cDNA permite la incorporacidn rutinaria de estas mutaciones,
individualmente o en diferentes combinaciones seleccionadas, a un clon de cDNA de longitud completa, y después
se pueden determinar facilmente los fenotipos de los virus recombinantes rescatados que contienen las mutaciones
introducidas.

Identificando e incorporando mutaciones especificas, de origen bioldgico, asociadas con los fenotipos deseados,
por ejemplo, un fenotipo cp o ts, en los clones de PIV infecciosos, la invencién proporciona otras modificaciones
especificas del sitio en la mutacién identificada o en la proximidad de ella. Mientras que la mayor parte de las muta-
ciones atenuantes producidas en los PIV de origen bioldgico son cambios de un tnico nucleétido, también se pueden
incorporar otras mutaciones “especificas del sitio” mediante técnicas recombinantes en el PIV de origen biol6gico o
recombinante. Como se usa aqui, las mutaciones especificas del sitio incluyen inserciones, sustituciones, deleciones
o reordenamientos desde 1 a 3, hasta aproximadamente 5-15 o mds nucleétidos alterados (por ejemplo, alterados a
partir de una secuencia de PIV natural, a partir de una secuencia de una cepa seleccionada de PIV mutante, o a partir
de un clon de PIV recombinante parental sometido a mutagénesis). Dichas mutaciones especificas del sitio pueden ser
incorporadas en o dentro de la regién de una mutacién puntual de origen biolégico, seleccionada. Alternativamente, se
pueden introducir las mutaciones en otros contextos diferentes dentro de un clon de PIV, por ejemplo en una secuencia
reguladora que actiia en cis o secuencia de nucleétidos, o cerca de ella, que codifica un sitio activo de la proteina,
sitio de unién, epitopo inmundgeno, etc. Los mutantes de PIV especificos del sitio retienen tipicamente un fenotipo de
atenuacion deseado, pero pueden presentar adicionalmente caracteristicas fenotipicas alteradas no relacionadas con la
atenuacion, por ejemplo, inmunogenicidad mejorada o ampliada, y/o mejora del crecimiento. Otros ejemplos de mu-
tantes deseados, especificos del sitio incluyen PIV recombinante disefiado para incorporar mutaciones adicionales de
nucledtidos estabilizantes en un codén que especifica una mutacién puntual atenuante. Cuando sea posible, se introdu-
cen dos o mds sustituciones de nucleétidos en los codones que especifican cambios de aminoéacidos atenuantes en un
clon de PIV parental mutante o recombinante, dando un PIV de origen bioldgico o recombinante que tiene resistencia
genética a la reversion, a partir de un fenotipo atenuado. En otras realizaciones, las sustituciones, adiciones, deleciones
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o reordenamientos de nucleétidos especificas del sitio, se introducen hacia arriba o hacia abajo, por ejemplo, desde 1
a 3, de 5-10 y hasta 15 nucledtidos o méds en 5’ 0 3°, en relacién con una posicién de nucledtido objetivo, por ejemplo,
para construir o eliminar un elemento regulador existente que actda en cis.

En adicién a las mutaciones puntuales simples y multiples y las mutaciones especificas del sitio, los cambios en
el PIV quimérico humano-bovino descritos aqui, incluyen deleciones, inserciones, sustituciones o reordenamientos de
uno o mas genes o segmentos gendmicos. Son particularmente utiles las deleciones que incluyen uno o mas genes o
segmentos genémicos, cuyas deleciones han demostrado producir efectos fenotipicos adicionales deseados para ajus-
tar las caracteristicas del PIV quimérico humano-bovino dentro de la invencién. Asi, la solicitud de patente de Estados
Unidos No. de Serie 09/350.821, presentada por Durbin ef al. el 9 de julio de 1999, describe métodos y composiciones
en los que la expresion de uno o mas genes de HPIV, ilustrada por los ORF de C, D, y/o V, es reducida o eliminada
modificando el genoma o antigenoma de PIV para incorporar una mutacién que altera la asignacién codificadora de
un codoén de iniciacién o mutaciones que introducen uno o uno o mas codones de terminacién. Alternativamente, uno
o mas de los ORF de C, D, y/o V pueden ser delecionados en todo o en parte para hacer que las correspondientes
protefnas sean parcial o totalmente no funcionales o para romper totalmente la expresion de la proteina. El PIV re-
combinante que tiene tales mutaciones en C, D, y/o V, u otros genes no esenciales, tiene caracteristicas fenotipicas
altamente deseables para el desarrollo de la vacuna. Por ejemplo, estas modificaciones pueden especificar uno o mis
cambios fenotipicos deseados incluyendo (i) propiedades alteradas del crecimiento en cultivo celular, (ii) atenuacién
en el tracto respiratorio superior y/o inferior de los mamiferos, (iii) un cambio en el tamafio de la placa viral, (iv) un
cambio en el efecto citopdtico, y (v) un cambio en la inmunogenicidad. Uno de tales mutantes ejemplares “inactiva-
dos” “(knock out)” que carece de la expresion del ORF de C, designado rC-KO, fue capaz de inducir una respuesta
inmunitaria protectora frente al enfrentamiento con HPIV3 natural en un modelo de primate no humano a pesar de su
fenotipo de atenuacion beneficioso.

Por tanto, en aspectos mas detallados de la presente invencion, el PIV quimérico humano-bovino incorpora mu-
taciones por delecion o inactivacion en los ORF de C, D, y/o V que alteran o eliminan la expresién de los genes o
segmentos genémicos seleccionados. Esto se puede conseguir, por ejemplo, introduciendo una mutacién de desplaza-
miento del marco o un codén de terminacién dentro de una secuencia codificadora seleccionada, alterando los sitios
de iniciacién de la traduccién, cambiando la posicién de un gen o introduciendo un codén de iniciacién hacia arriba
para alterar su velocidad de expresién, cambiando las sefales de transcripcion GS y/o GE para alterar el fenotipo, o
modificando un sitio de edicién del RNA (por ejemplo, restricciones de crecimiento, restricciones de temperatura en
la transcripcion, etc.). En aspectos mds detallados de la invencidn, se proporcionan PIV quiméricos humano-bovinos
en los que la expresion de uno o mas genes, por ejemplo, los ORF de C, D, y/o V, es eliminada a nivel de traduccién
o de transcripcidn sin delecion del gen o de uno de sus segmentos, por ejemplo, introduciendo multiples codones de
terminacion de la traduccién en un marco de lectura abierto (ORF) de la traduccidn, alterando un codén de iniciacion,
o modificando un sitio de edicion. Estas formas de virus inactivados presentardn a menudo tasas reducidas de creci-
miento y tamafios pequefios de placas en el cultivo de tejidos. Por tanto ain asi, estos métodos proporcionan nuevos
tipos adicionales de mutaciones atenuantes que eliminan la expresién de un gen viral que no es uno de los antigenos
virales protectores mayores. En este contexto, los fenotipos del virus inactivado producido sin deleciéon de un gen o
segmento gendmico pueden ser producidos alternativamente mediante mutagénesis por delecién, como se ha descrito,
para excluir de modo efectivo las mutaciones correctoras que pueden restaurar la sintesis de una proteina objetivo. Se
pueden preparar otras diversas inactivaciones de genes para la delecion de los ORF de C, D, y/o V, y mutantes inac-
tivos, utilizando disefios y métodos alternativos que son bien conocidos en la técnica (como se describe, por ejemplo,
en (Kretschmer et al., Virology216: 309-316, 1996; Radecke et al., Virology217: 418-421, 1996; y Kato et al., 1987a,
cita anterior; y Schneider et al., 1997, cita anterior).

Estas y otras modificaciones de nucleétidos en el PIV quimérico humano-bovino pueden alterar algunas bases
(por ejemplo, de 15-30 bases, hasta 35-50 bases o mds), grandes bloques de nucleétidos (por ejemplo, 50-100, 100-
300, 300-500, 500-1.000 bases), o genes casi completos o completos (por ejemplo, 1.000-1.500 nucledétidos, 1.500-
2.500 nucledtidos, 2.500-5.000, nucleétidos, 5.000-6.500 nucledtidos o mas) en el genoma o antigenoma del donante
o del receptor, dependiendo de la naturaleza del cambio (esto es, se pueden cambiar unas pocas bases para insertar o
eliminar un epitopo inmundgeno o cambiar un pequefio segmento genémico, mientras que, estan implicados grandes
bloques de bases cuando se afiaden, sustituyen, delecionan o reordenan genes o segmentos genémicos grandes.

En aspectos relacionados, la invencién proporciona la suplementacién de mutaciones adoptadas en un clon de PIV
recombinante procedente de un PIV de origen bioldgico, por ejemplo, mutaciones cp y ts, con tipos adicionales de
mutaciones que incluyen los mismos o diferentes genes en un clon adicional de PIV modificado. Cada uno de los genes
de PIV pueden ser alterados selectivamente en términos de niveles de expresion, o pueden ser afiadidos, delecionados,
sustituidos, o reordenados, en todo o en parte, solos o en combinacién con otras modificaciones deseadas, para dar un
PIV quimérico humano-bovino que presenta nuevas caracteristicas de vacuna. Asi, en adicién o en combinacién con
mutaciones atenuantes adoptadas de los mutantes de PIV de origen biolégico, la presente invencién proporciona tam-
bién una serie de métodos adicionales para atenuar o modificar de otro modo el fenotipo del PIV quimérico humano-
bovino, basados en preparar por ingenieria recombinante clones de PIV infecciosos. Se puede producir una variedad
de alteraciones en una secuencia de polinucleétidos aislada que codifica un gen o segmento gendmico objetivo, inclu-
yendo un gen o segmento genémico del donante o del receptor en un genoma o antigenoma del PIV quimérico para
incorporacién en los clones infecciosos. Mds especificamente, para conseguir los cambios estructurales y fenotipicos
deseados en el PIV recombinante, la invencién permite la introduccién de modificaciones que delecionan, sustituyen,
introducen, o reordenan un nucleétido o una pluralidad de nucleétidos seleccionados de un genoma o antigenoma
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parental, asi como mutaciones que delecionan, sustituyen, introducen, o reordenan genes enteros o segmentos genoé-
micos, dentro de un clon de PIV quimérico humano-bovino.

Se proporcionan asi modificaciones en el PIV quimérico humano-bovino que simplemente alteran o eliminan la
expresion de un gen seleccionado, por ejemplo, introduciendo un codén de terminacién dentro de una secuencia codifi-
cadora de PIV seleccionada o alterando su sitio de iniciacion de la traduccion o sitio de edicion de RNA, cambiando la
posicién de un gen de PIV en relacién con un promotor funcionalmente ligado, introduciendo un codén de iniciacién
hacia arriba para alterar las velocidades de expresién, modificando (por ejemplo, cambiando la posicion, alterando
una secuencia existente, o sustituyendo una secuencia existente con una secuencia heteréloga) las sefiales de trans-
cripcién GS y/o GE para alterar el fenotipo (por ejemplo, restricciones de crecimiento, restricciones de temperatura
en la transcripcion, etc.), y otras diferentes deleciones, sustituciones, adiciones y reordenamientos que especifican
cambios cuantitativos o cualitativos en la replicacién viral, transcripcién de genes seleccionados, o traduccién de los
RNA seleccionados. En este contexto, cualquier gen o segmento gendémico de PIV que no es esencial para el creci-
miento puede ser eliminado o modificado de otro modo en un PIV recombinante para dar los efectos deseados sobre la
virulencia, patogénesis, inmunogenicidad y otros caracteres fenotipicos. Lo mismo que para las secuencias codifica-
doras, las regiones no codificadoras, lideres, trdiler e intergénicas pueden ser delecionadas, sustituidas o modificadas
similarmente y sus efectos fenotipicos analizados facilmente, por ejemplo, mediante el uso de minirreplicones y PIV
recombinante.

Ademds, se puede producir una variedad de otras alteraciones genéticas en un genoma o antigenoma de PIV para
la incorporacién en el PIV quimérico humano-bovino, solas o junto con una o més mutaciones atenuantes adoptadas a
partir de un PIV mutante de origen biol6gico, por ejemplo, para ajustar el crecimiento, atenuacién, inmunogenicidad,
estabilidad genética o proporcionar otras ventajas estructurales y/o efectos fenotipicos. Estos tipos de mutaciones
adicionales estdn descritos también en las referencias mencionadas antes y pueden ser ficilmente producidas por
ingenieria genética en el PIV quimérico humano-bovino de la invencion.

Ademds de estos cambios, el orden de los genes en un PIV quimérico humano-bovino puede ser cambiado, un
genoma promotor de PIV puede ser reemplazado con su antigenoma homdélogo, porciones de genes pueden ser eli-
minadas o sustituidas, e incluso genes enteros pueden ser delecionados. Se pueden hacer modificaciones diferentes o
adicionales en la secuencia para facilitar las manipulaciones, tales como la insercion de sitios tinicos de restriccion en
diferentes regiones intergénicas o en otro sitio. Las secuencias del gen no traducidas se pueden separar para aumentar
la capacidad para insertar secuencias extrafias.

Otras mutaciones para incorporacién en el PIV quimérico humano-bovino de la invencién incluyen las mutaciones
dirigidas hacia sefiales que actian en cis, que pueden ser identificadas, por ejemplo, por andlisis mutacional de mini-
genomas de PIV. Por ejemplo, el andlisis de insercién y delecion de las secuencias lider y trdiler y de las secuencias
flanqueantes identifica los promotores virales y las sefiales de transcripcidén y proporciona una serie de mutaciones
asociadas con grados variables de reduccién de la replicacion o transcripcion del RNA. La mutagénesis por saturacion
(con lo que cada posicién es a su vez modificada para cada uno de los nucledtidos alternativos) de estas sefiales que
actdan en cis también ha identificado muchas mutaciones que afectan a la replicacion o transcripcién del RNA. Cual-
quiera de estas mutaciones se puede insertar en un antigenoma o genoma de PIV quimérico humano-bovino como se
describe aqui. La evaluacién y manipulacién de las proteinas que actdan en trans y las secuencias de RNA que actian
en cis utilizando el cDNA de antigenoma completo es ayudada por el uso de minigenomas de PIV como se describe
en la referencia mencionada antes.

Mutaciones adicionales dentro del PIV quimérico humano-bovino incluyen el reemplazo del extremo 3° de geno-
ma con su homélogo del antigenoma que se asocia con cambios en la replicacién y transcripciéon de RNA. En una
realizacién tomada como ejemplo, el nivel de expresién de proteinas especificas de PIV, tales como los antigenos
protectores HN y/o F, se puede aumentar sustituyendo las secuencias naturales con unas que se han preparado sinté-
ticamente y se han disefiado para ser consistentes con una traduccién eficiente. En este contexto, se ha demostrado
que el uso del codén puede ser un factor importante en el nivel de traduccién de las proteinas virales de mamifero
(Hans et al., Current Biol. 6: 315-324, 1996). La optimizacion mediante métodos recombinantes del uso del codén de
los mRNA que codifican las proteinas HN y F de PIV, que son los antigenos protectores mayores, proporcionard una
mejor expresion de estos genes.

En otra realizacion ejemplar, una secuencia que rodea un sitio de iniciacion de la traduccién (preferiblemente que
incluye un nucleétido en la posicién 3) de un gen seleccionado de PIV, es modificada, sola o en combinacién con
la introduccién de un codén de iniciacion hacia arriba, para modular la expresién del gen de PIV especificando la
regulacién por incremento o la regulacién por reduccién de la traduccién (Kozak et al., J. Mol. Biol. 196: 947-950,
1987). Alternativamente, o en combinacién con otras modificaciones de PIV descritas aqui, la expresién génica de un
PIV quimérico humano-bovino puede ser modulada alterando una sefial de transcripciéon GS o GE de cualquier gen
o genes seleccionados del virus. En realizaciones alternativas, los niveles de expresion del gen en el PIV quimérico
humano-bovino se modifican en el nivel de transcripcién. En un aspecto, la posicién de un gen seleccionado en el mapa
de genes de PIV puede ser cambiada a una posicion mds préxima al promotor o més distante del promotor, con lo que el
gen se expresard, respectivamente con mas o menos eficiencia. Segun este aspecto, la modulacién de la expresion para
genes especificos se puede conseguir produciendo reducciones o aumentos de la expresion del gen desde dos veces,
mads tipicamente cuatro veces, hasta diez veces o mas en comparacion con los niveles naturales a menudo asistidos por
una reduccion acorde en los niveles de expresion para los genes sustituidos reciprocamente, posicionalmente. Estos
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y otros cambios de transposicién producen nuevos PIV quiméricos humano-bovinos que tienen fenotipos atenuados,
por ejemplo debidos a una reduccién de la expresion de proteinas virales seleccionadas implicadas en la replicacién
del RNA, o que tienen otras propiedades deseables tales como un aumento de la expresién del antigeno.

Los clones infecciosos de PIV quimérico humano-bovino de la invencién también se pueden preparar por ingenieria
genética segln los métodos y composiciones descritos aqui para aumentar la inmunogenicidad e inducir un nivel de
proteccién mayor que el proporcionado por la infeccidén con un PIV natural o un PIV parental. Por ejemplo, se puede
afiadir un epitopo inmunégeno procedente de una cepa o tipo de PIV heterdlogo, o procedente de una fuente no PIV tal
como RSV, a un clon recombinante mediante cambios apropiados de nucledtidos en la secuencia de polinucleétidos
que codifica el genoma o antigenoma. Alternativamente, se puede preparar el PIV mutante de la invencién para afiadir
o eliminar (por ejemplo, mediante insercion, sustitucién o delecién de aminodcidos) proteinas inmundgenas, dominios
de proteinas, o formas de proteinas especificas asociadas con reacciones inmunoldgicas deseables o indeseables.

Dentro de los métodos de la invencién, se pueden insertar genes o segmentos gendémicos adicionales en el genoma
o antigenoma de PIV quimérico humano-bovino o préximos a €l. Estos genes pueden estar bajo un control comtin
con los genes receptores, o pueden estar bajo el control de un conjunto independiente de sefiales de transcripcion.
Los genes de interés incluyen los genes de PIV identificados antes, asi como los genes no PIV. Los genes no PIV
de interés incluyen aquellos que codifican citocinas (por ejemplo, de IL-2 a IL-18, especialmente IL-2, IL-6 y IL-12,
IL-18, etc.). gamma-interferdn, y proteinas ricas en epitopos de células ayudadoras T. Estas proteinas adicionales se
pueden expresar como una proteina separada, o como una copia supernumeraria de las proteinas de PIV existentes,
tales como HN o F. Esto proporciona la capacidad de modificar y mejorar las respuestas inmunitarias frente a PIV
tanto cuantitativamente como cualitativamente.

Las deleciones, inserciones, sustituciones y otras mutaciones que implican cambios de los genes virales enteros
o segmentos gendémicos dentro de un PIV quimérico humano-bovino dan candidatos para la vacuna altamente esta-
bles, que son particularmente importantes en el caso de los individuos inmunodeprimidos. Muchos de estos cambios
producirdn una atenuacién de las cepas de vacuna resultantes, mientras que otros especificaran diferentes tipos de
cambios fenotipicos deseados. Por ejemplo, los genes accesorios (esto es, no esenciales para el crecimiento in vitro)
son excelentes candidatos para codificar proteinas que interfieren especificamente con la inmunidad del hospedador
(véase, por ejemplo, Kato et al., 1997a, cita anterior). Se espera que la eliminacién de tales genes en los virus de la
vacuna reduzca la virulencia y la patogénesis y/o mejore la inmunogenicidad.

Se describen composiciones (por ejemplo, polinucledtidos aislados y vectores que incorporan el cDNA que co-
difica el PIV quimérico humano-bovino) para producir un PIV aislado infeccioso. Utilizando estas composiciones
y métodos, se generan PIV infecciosos a partir de un genoma o antigenoma de PIV, una proteina (N) de la nucleo-
cépsida, una fosfoproteina (P) de la nucleocédpsida, y una proteina (L) polimerasa de gran dimensién. También se
describen composiciones y métodos para introducir los cambios estructurales y fenotipicos mencionados en un PIV
recombinante para dar virus de la vacuna infecciosos, atenuados.

La introduccién de las mutaciones definidas antes en un clon infeccioso de PIV quimérico humano-bovino se pue-
de conseguir por una variedad de métodos bien conocidos. Por “clon infeccioso” con respecto al DNA se entiende un
c¢DNA o su producto, sintético o de otro modo, que puede ser transcrito a un RNA genémico o antigenémico capaz
de servir como plantilla para producir el genoma de un virus o particula subviral infecciosa. Asi, se pueden introdu-
cir mutaciones definidas mediante técnicas convencionales (por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio) en una copia
del cDNA del genoma o antigenoma. El uso de subfragmentos de cDNA del antigenoma o genoma para ensamblar
un cDNA de antigenoma o genoma completo como se describe aquf tiene la ventaja de que cada regién puede ser
manipulada por separado (los cDNA pequefios son mds faciles de manipular que los grandes) y después pueden ser
ensamblados més facilmente en el cDNA completo. Asi, el cDNA de antigenoma o genoma completo, o cualquier
subfragmento del mismo se pueden usar como plantilla para la mutagénesis dirigida a los oligonucleétidos. Esto pue-
de hacerse por intermedio de una forma fagémida de cadena tinica, tal como utilizando el kit Muta-gene® de Bio-Rad
Laboratories (Richmond, CA) o un método que utiliza un pldsmido de cadena doble directamente como plantilla tal
como el kit de mutagénesis Chameleon de Stratagen (La Jolla, CA), o mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
empleando un cebador oligonucleétido o una plantilla que contiene la mutacién o mutaciones de interés. Después, un
subfragmento mutado puede ser ensamblado en el cDNA del antigenoma o genoma completo. Se conoce una variedad
de otras técnicas de mutagénesis y estdn disponibles para uso en la produccién de las mutaciones de interés en el
cDNA del antigenoma o genoma de PIV. Las mutaciones pueden variar desde cambios de un tnico nucleétido hasta
el reemplazamiento de grandes trozos de cDNA que contienen uno o mds genes o regiones del genoma.

Asi, en un ejemplo se introducen las mutaciones utilizando el kit de mutagénesis in vitro con un fagémido Muta-
gene disponible de Bio-Rad. En resumen, el cDNA que codifica una porcién de genoma o antigenoma de PIV es
clonado en el pldsmido pTZ18U, y utilizado para transformar las células CJ236 (Life Technologies). Las preparaciones
del fagémido se preparan como recomienda el fabricante. Se disefian oligonucle6tidos para mutagénesis mediante la
introduccion de un nucledtido alterado en la posicién deseada del genoma o antigenoma. El plasmido que contiene
el fragmento de genoma o antigenoma alterado genéticamente se amplifica después y el trozo mutado se reintroduce
entonces en el clon del genoma o antigenoma de longitud completa.

Los PIV infecciosos de la invencién se pueden producir por coexpresion intracelular o libre de células de una o
mas moléculas de polinucleétidos aisladas que codifican un RNA del genoma o antigenoma de PIV, junto con uno
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o mads polinucleétidos que codifican las proteinas virales necesarias para generar una nucleocdpsida de transcripcion,
replicacion. Entre las proteinas virales ttiles para coexpresion para obtener PIV infecciosos estdn la proteina mayor de
la nucleocédpsida proteina (N), la fosfoproteina (P) de la nucleocépsida, la proteina (L) polimerasa de gran dimension,
la proteina (F) de fusion, la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa (HN), y la proteina de la matriz (M). También
son ttiles en este contexto los productos de los ORF de C, Dy V de PIV.

Los cDNA que codifican un genoma o antigenoma de PIV se construyen para la coexpresion intracelular o in vitro
con las necesarias proteinas virales para formar un PIV infeccioso. Por “antigenoma de PIV” se entiende una molécula
aislada de polinucledtido de sentido positivo que sirve como plantilla para la sintesis del genoma progenie de PIV.
Preferiblemente se construye un cDNA que es una version de sentido positivo del genoma de PIV correspondiente al
RNA intermedio replicativo, o antigenoma, de manera que se minimice la posibilidad de hibridarse con transcritos de
sentido positivo de secuencias complementarias que codifican proteinas necesarias para generar una nucleocapsida de
transcripcion, replicacion.

En algunas realizaciones de la invencién el genoma o antigenoma de un PIV recombinante (rPIV) sélo necesita
contener aquellos genes o porciones de los mismos necesarios para convertir en infecciosas las particulas virales
o subvirales codificadas por ellos. Ademds, los genes o sus porciones pueden ser proporcionados por mds de una
molécula de polinucleétido, esto es, un gen puede ser proporcionado por complementacién o cosa similar, a partir
de una molécula separada de nucleétido. En otras realizaciones, el genoma o antigenoma de PIV codifica todas las
funciones necesarias para el crecimiento, replicacion, e infeccién viral sin la participacién de un virus ayudador o una
funcién viral proporcionada por un plasmido o linea de células ayudadoras.

Por “PIV recombinante” se entiende una particula viral o subviral de PIV o tipo PIV derivada directa o indirecta-
mente de un sistema de expresion recombinante o propagada a partir de virus o particulas subvirales producidas en €l.
El sistema de expresion recombinante empleard un vector de expresién recombinante que comprende una unidad de
transcripcion ligada de forma funcional que comprende un ensamblaje de al menos un elemento o elementos genéticos
que tienen un papel regulador en la expresion génica de PIV, por ejemplo, un promotor, una secuencia estructural o
codificadora que es transcrita al RNA del PIV, y secuencias apropiadas de iniciacion y terminacion de la transcripcion.

Para producir un PIV infeccioso a partir de un genoma o antigenoma de PIV expresado en cDNA, el genoma o an-
tigenoma es coexpresado con aquellas proteinas N, P y L de PIV necesarias para (i) producir una nucleocapsida capaz
de replicacion con RNA, y (ii) hacer competentes a las nucleocdpsidas progenie para ambos RNA, el de replicacién
y el de transcripcién. La transcripciéon mediante la nucleocdpsida del genoma proporciona las otras proteinas de PIV
e inicia una infeccién productiva. Alternativamente, las proteinas de PIV adicionales necesarias para una infeccién
productiva pueden ser aportadas por coexpresion.

La sintesis de antigenoma o genoma de PIV junto con las proteinas virales mencionadas antes, se puede conseguir
también in vitro (libre de células), por ejemplo, utilizando una reaccién combinada de transcripcién-traduccion, segui-
da por la transfeccién a las células. Alternativamente, el RNA de antigenoma o genoma se puede sintetizar in vitro y
transfectar a las células que expresan las proteinas de PIV.

Las secuencias complementarias que codifican las proteinas necesarias para generar una nucleocédpsida de PIV de
transcripcion y replicacion, son proporcionadas por uno o mds virus ayudadores. Tales virus ayudadores pueden ser
naturales o mutantes. Preferiblemente, el virus ayudador se puede distinguir fenotipicamente del virus codificado por
el cDNA de PIV. Por ejemplo, es deseable proporcionar anticuerpos monoclonales que reaccionan inmunoldgicamente
con el virus ayudador pero no con el virus codificado por el cDNA de PIV. Dichos anticuerpos pueden ser anticuerpos
neutralizantes. Los anticuerpos se pueden usar en cromatografia de afinidad para separar el virus ayudador del virus
recombinante. Para ayudar a la obtencién de tales anticuerpos, se pueden introducir mutaciones en el cDNA de PIV
para proporcionar la diversidad antigénica del virus ayudador, tal como en los genes de las glucoproteinas HN o F.

Las proteinas N, P, L y otras proteinas deseadas de PIV pueden ser codificadas por uno o méas vectores de expresion
no virales, que pueden ser los mismos o separados del que codifica el genoma o antigenoma. Se pueden incluir si se
desea proteinas adicionales, cada una de ellas codificada por su propio vector o por un vector que codifica una o
mads de las proteinas N, P, L y otras proteinas deseadas de PIV, o el genoma o antigenoma completo. La expresion
del genoma o antigenoma y de las proteinas a partir de los pldsmidos transfectados, se puede conseguir por ejemplo,
mediante cada cDNA que estd bajo el control de un promotor para la T7 RNA polimerasa, que a su vez es suministrado
por infeccioén, transfeccion o transduccién con un sistema de expresion para la T7 RNA polimerasa, por ejemplo, una
cepa recombinante de virus vaccinia MVA que expresa la T7 RNA polimerasa (Wyatt et al., Virology210: 202-205,
1995). Las proteinas virales, y/o la T7 RNA polimerasa, también pueden ser proporcionadas por células de mamifero
transformadas o por transfecciéon de mRNA o proteina preformadas.

Se puede construir un antigenoma de PIV para uso en la presente invencién, por ejemplo, ensamblando segmentos
de cDNA clonado, que representan en conjunto el antigenoma completo, mediante la reaccidn en cadena de la polime-
rasa o similar (PCR; descrita por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos Niumeros 4.683.195 y 4.683.202, y PCR
Protocols: A Guide to Methods and Applications, Innis et al., eds., Academic Press, San Diego, 1990) de copias trans-
critas reversas de mRNA de PIV o RNA de genoma. Por ejemplo, se genera una primera construccién que comprende
los cDNA que contienen el extremo de la banda izquierda del antigenoma, que abarca desde un promotor apropiado
(por ejemplo, promotor de la T7 RNA polimerasa) y se ensambla en un vector de expresién apropiado, tal como un
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plasmido, césmido, fago, o DNA del virus vector. El vector puede ser modificado por mutagénesis y/o por insercién de
un poliligante sintético que contiene sitios de restriccién tnicos disefiados para facilitar el ensamblaje. Para facilidad
de preparacion las proteinas N, P, L y otras proteinas de PIV deseadas, se pueden ensamblar en uno o mds vectores por
separado. El extremo de la banda derecha del pldsmido del antigenoma puede contener secuencias adicionales como
se desee, tales como una ribozima flanqueante y terminadores T7 de transcripcién en tdndem. La ribozima puede ser
de tipo cabeza de martillo (por ejemplo, Grosfeld et al., J. Virol. 69: 5677-5686, 1995), que podria dar un extremo 3’
que contiene un unico nucleétido no viral, o puede ser cualquiera de las otras ribozimas adecuadas tales como la del
virus delta de la hepatitis (Perrotta et al., Nature350: 434-436, 1991) que podria dar un extremo 3’ libre de nucleétidos
no PIV. Los extremos de las bandas izquierda y derecha se unen entonces mediante un sitio de restriccién comun.

Se pueden hacer una variedad de inserciones, deleciones y reordenamientos de nucledtidos en el genoma o antige-
noma de PIV durante o después de la construccion del cDNA. Por ejemplo, se pueden sintetizar secuencias deseadas
de nucledtidos especificos y se pueden insertar en regiones apropiadas en el cDNA utilizando sitios de enzimas de res-
triccién convenientes. Alternativamente, se pueden usar técnicas tales como mutagénesis especifica del sitio mediante
alanina, mutagénesis por PCR, u otras técnicas bien conocidas en el campo para introducir mutaciones en el cDNA.

Los medios alternativos para construir el cDNA que codifica el genoma o antigenoma incluyen la PCR por trans-
cripcién reversa utilizando mejores condiciones de la PCR (por ejemplo, como se describe en Cheng et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA91: 5695-5699, 1994) para reducir el niimero de componentes de la subunidad cDNA hasta s6lo una
o dos piezas. En otras realizaciones se pueden utilizar diferentes promotores (por ejemplo, T3, SP6) o diferentes ri-
bozimas (por ejemplo, la del virus delta de la hepatitis). Se pueden utilizar vectores diferentes de DNA (por ejemplo,
cosmidos) para la propagacién para acomodarse mejor al tamafio més grande del genoma o antigenoma.

Los polinucleétidos aislados (por ejemplo, cDNA) que codifican el genoma o antigenoma se pueden insertar en
células hospedantes apropiadas mediante transfeccion, electroporacién, insercién mecénica, transduccion o similares,
en células que son capaces de soportar una infeccién de PIV productiva, por ejemplo, células HEp-2, FRhL-DBS2,
LLC-MK2, MRC-5, y Vero. La transacién de secuencias de polinucleétidos aisladas se puede introducir en células
cultivadas, por ejemplo, mediante transfeccion mediada por fosfato de calcio (Wigler et al., Cell14: 725, 1978; Corsaro
and Pearson, Somatic Cell Genetics7: 603, 1981; Graham and Van der Eb, Virology52: 456, 1973), electroporacién
(Neumann et al., EMBO J. 1: 841-845, 1982), transfeccién mediada por DEAE-dextrano (Ausubel et al., ed., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc., New York, 1987), transfeccién mediada por lipidos ca-
tiénicos (Hawley-Nelson et al., Focus15: 73-79, 1993) o un reactivo de transfeccién comercialmente disponible, por
ejemplo, Lipofect ACE® (Life Technologies, Gaithersburg, MD) o similares.

Como se ha indicado antes, las proteinas N, P, L y otras proteinas deseadas de PIV se pueden codificar por uno o
mas virus ayudadores que se distinguen fenotipicamente del que codifica el genoma o antigenoma. Las proteinas N,
P, L y otras proteinas deseadas de PIV se pueden codificar también por uno o mas vectores de expresiéon que pueden
ser los mismos o separados del que codifica el genoma o antigenoma, y diferentes combinaciones de los mismos. Se
pueden incluir proteinas adicionales segun se desee, codificadas por su propio vector o por un vector que codifica una
o mas de las proteinas N, P, L y otras proteinas de PIV deseadas, o el genoma o antigenoma completo.

Al proporcionar clones infecciosos de PIV, la invencién permite un amplio intervalo de alteraciones que se pro-
ducen recombinantemente dentro del genoma (o antigenoma) de PIV, dando mutaciones definidas que especifican
cambios fenotipicos deseados. Por “clon infeccioso” se entiende el cDNA o su producto, sintético o de otro modo,
el RNA capaz de ser incorporado directamente a los viriones infecciosos que pueden ser transcritos al RNA gend-
mico o antigenémico capaz de servir como una plantilla para producir el genoma de particulas virales o subvirales
infecciosas. Como se ha indicado antes, se pueden introducir mutaciones definidas mediante una variedad de técnicas
convencionales (por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio) en una copia de cDNA del genoma o antigenoma. El uso
de subfragmentos de cDNA gendémico o antigendmico para ensamblar un cDNA de genoma o antigenoma comple-
to, como se describe aqui, tiene la ventaja de que cada regién puede ser manipulada por separado, donde los cDNA
pequeflos son mas faciles de manipular que los cDNA grandes, y después se ensamblan mas facilmente en un cDNA
completo. Por tanto, el cDNA de antigenoma o genoma completo, o un subfragmento seleccionado del mismo, se
pueden usar como una plantilla para la mutagénesis dirigida a los oligonucleédtidos. Esto puede hacerse por intermedio
de una forma fagémida de cadena tinica, tal como utilizando el kit MUTA-gene® de Bio-Rad Laboratories (Richmond,
CA) o un método que utiliza el plasmido de cadena doble directamente como plantilla tal como el kit de mutagénesis
Chameleon de Stratagen (La Jolla, CA), o mediante la reaccion en cadena de la polimerasa empleando un cebador
oligonucleétido o una plantilla que contiene la mutacién o mutaciones de interés. Después, un subfragmento mutado
puede ser ensamblado en el cDNA del antigenoma o genoma completo. Se conoce una variedad de otras técnicas
de mutagénesis y pueden ser adaptadas rutinariamente para uso en la produccién de las mutaciones de interés en un
cDNA del antigenoma o genoma de PIV de la invencion.

Asf, en una realizacion ilustrativa se introducen mutaciones utilizando el kit de mutagénesis in vitro de fagémidos
MUTA-gene® disponible de Bio-Rad Laboratories. En resumen, el cDNA que codifica un genoma o antigenoma de
PIV es clonado en el plasmido pTZ18U, y utilizado para transformar las células CJ236 (Life Technologies). Las prepa-
raciones de fagémidos se preparan como recomienda el fabricante. Los oligonucledtidos se disefian para la mutagénesis
mediante introduccién de un nucleétidos alterado en la posicion deseada del genoma o antigenoma. El plasmido que
contiene el genoma o antigenoma genéticamente alterado se amplifica después.
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Las mutaciones pueden variar desde cambios de un tinico nucleétido hasta la introduccién, delecién o reempla-
zamiento de grandes segmentos de cDNA que contienen uno o mis genes o segmentos gendémicos. Los segmen-
tos genémicos pueden corresponder a dominios estructurales y/o funcionales, por ejemplo, dominios citopldsmicos,
transmembranales o ectodominios de proteinas, sitios activos tales como los sitios que median en la unién u otras
interacciones bioquimicas con diferentes proteinas, sitios epitdpicos, por ejemplo, sitios que estimulan la unién de
anticuerpos y/o las respuestas inmunitarias humorales o mediadas por las células, etc. Los segmentos gendmicos ttiles
a este respecto varian desde aproximadamente 15-35 nucleétidos en el caso de segmentos gendmicos que codifican
pequeiios dominios funcionales de proteinas, por ejemplo, sitios epitdpicos, hasta aproximadamente 50, 75, 100, 200-
500, y 500-1.500 o méas nucledtidos.

La capacidad para introducir mutaciones definidas en PIV infecciosos tiene muchas aplicaciones, incluyendo la
manipulacién de mecanismos patégenos e inmundgenos de PIV. Por ejemplo, las funciones de las proteinas de PIV,
incluyendo las proteinas N, P, M, F, HN, y L y los productos de ORF de C, D y V, pueden ser manipuladas introducien-
do mutaciones que eliminan o reducen el nivel de expresion de las proteinas, o que dan proteinas mutantes. También
se pueden manipular rutinariamente diferentes caracteristicas estructurales del RNA del genoma, tales como los pro-
motores, regiones intergénicas, y sefiales de transcripcion, dentro de los métodos y composiciones de la invencion.
Los efectos de las proteinas que actian en frans y de las secuencias de RNA que actian en cis sepueden determinar f4-
cilmente, por ejemplo, utilizando un cDNA de antigenoma completo en ensayos paralelos que emplean minigenomas
de PIV (Dimock et al., J. Virol. 67: 2772-2778, 1993), cuyo estado dependiente del rescate es ttil para caracterizar a
estos mutantes que pueden ser demasiado inhibidores para ser recuperados en un virus infeccioso independiente de la
replicacidn.

Ciertas sustituciones, inserciones, deleciones o reordenamientos de genes o segmentos genémicos dentro del PIV
recombinante de la invencién (por ejemplo, la sustitucién de un segmento genémico que codifica una proteina o
region proteinica seleccionada, por ejemplo una cola citopldsmica, dominio transmembranal o ectodominio, un sitio
o regién epitdpico, un sitio o regién de unidn, un sitio activo o regién que contiene un sitio activo, etc.) se preparan
en relacion estructural o funcional a un gen o segmento gendémico “homdlogo” existente, procedente del mismo o
diferente PIV o de otra fuente. Tales modificaciones dan nuevos recombinantes que tienen los cambios fenotipicos
deseados en comparacién con el PIV natural o parental u otras cepas virales. Por ejemplo, los recombinantes de este
tipo pueden expresar una proteina quimérica que tiene una cola citopldsmica y/o un dominio transmembranal de un
PIV fusionado con otro ectodominio de otro PIV. Otros ejemplos de recombinantes de este tipo expresan regiones
proteinicas duplicadas, tales como regiones inmundgenas duplicadas.

Como se usa aqui, los genes, segmentos gendmicos, proteinas o regiones protefnicas “homdlogos”, proceden tipi-
camente de fuentes heter6logas (por ejemplo, de diferentes genes de PIV, o que representan el mismo gen o segmento
genémico (esto es, homologo o alélico) en diferentes tipos o cepas de PIV). Los homélogos tipicos seleccionados
en este contexto comparten caracteristicas estructurales generales, por ejemplo, cada homdlogo puede codificar una
proteina o dominio protel’nico estructural comparable tal como un dominio citoplasmatico, dominio transmembranal,
ectodominio, sitio o regién de union, sitio o region epitopico, etc. Los dominios homdlogos y sus segmentos gend-
micos codificadores abarcan un ensamblaje de especies que tienen un rango de tamafio y variaciones de secuencia
definidos por una actividad biolégica comiin entre las variantes del dominio o segmento gendmico.

Los genes y segmentos gendmicos homoélogos, asi como otros polinucledtidos descritos aqui para producir el PIV
recombinante dentro de la invencién, comparten a menudo una identidad sustancial de secuencia con una “secuencia
de referencia” de polinucleétidos seleccionada, por ejemplo, con otra secuencia homéloga seleccionada. Como se usa
aqui, una “secuencia de referencia” es una secuencia definida usada como base para la comparacién de secuencias, por
ejemplo, un segmento de un cDNA o gen de longitud completa, o una secuencia de cDNA o gen completa. General-
mente, una secuencia de referencia tiene al menos 20 nucleétidos de longitud, frecuentemente al menos 25 nucleétidos
de longitud, y a menudo al menos 50 nucleétidos de longitud. Puesto que dos polinucledtidos pueden comprender cada
uno (1) una secuencia (esto es, una porcién de la secuencia completa de polinucleétidos) que es similar entre los dos
polinucleétidos, y (2) pueden comprender ademds una secuencia que es divergente entre los dos polinucleétidos, las
comparaciones de secuencias entre dos (0 mas) polinucleétidos se realizan tipicamente comparando las secuencias de
los dos polinucledtidos sobre una “ventana de comparacién” para identificar y comparar regiones locales de similitud
de secuencia. Una “ventana de comparacién”, como se usa aqui, se refiere a un segmento conceptual de al menos
20 posiciones contiguas de nucledtidos en el que las secuencias de polinucle6tidos pueden ser comparadas con una
secuencia de referencia de al menos 20 nucledtidos contiguos y en el que la porcion de la secuencia de polinucleétidos
en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o deleciones (esto es, huecos) de 20 por ciento 0 menos en
comparacidn con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones ni deleciones) para el alineamiento éptimo
de las dos secuencias.

El alineamiento éptimo de las secuencias para el alineamiento de una ventana de comparacién se puede llevar
a cabo por el algoritmo de homologia local de Smith & Waterman (Adv. Appl. Math. 2: 482, 1981), por el algorit-
mo de alineamiento de la homologia de Needleman & Wunsch, (J. Mol. Biol. 48: 443, 1970), por la investigacion
del método de similitud de Pearson & Lipman, (Proc. Natl. Acad. Sci. USAS85: 2444, 1988), mediante implemen-
taciones informdticas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software
Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wi), o mediante inspeccion, y se selec-
ciona el mejor alineamiento (esto es, el que produce el més alto porcentaje de similitud de secuencia en la ventana de
comparacion) generado por los diferentes métodos. El término “identidad de secuencia” significa que dos secuencias
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de polinucleédtidos son idénticas (esto es, en una base nucleétido-por-nucleétido) en la ventana de comparacién. El
término “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando dos secuencias Optimamente alineadas en la
ventana de comparacién, determinando el nimero de posiciones en las que hay idéntica base de acido nucleico (por
ejemplo, A, T, C, G, U, o I) en ambas secuencias para dar el nimero de posiciones concordantes, dividiendo el nu-
mero de posiciones concordantes por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion (esto es, el tamafio
de la ventana), y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia. Los términos
“identidad sustancial” como se usa aqui indica una caracteristica de una secuencia de polinucledtidos, en la que el
polinucleétido comprende una secuencia que tiene al menos 85 por ciento de identidad de secuencia, preferiblemente
al menos 90 a 95 por ciento de identidad de secuencia, mds comiinmente al menos 99 por ciento de identidad de
secuencia en comparacién con una secuencia de referencia en una ventana de comparacién de al menos 20 posiciones
de nucledtidos, frecuentemente en una ventana de comparacion de al menos 25-50 nucleétidos, en la que el porcentaje
de identidad de secuencia se calcula comparando la secuencia de referencia con la secuencia de polinucleétidos que
puede incluir deleciones o adiciones que son en total 20 por ciento o menos de la secuencia de referencia en la ventana
de comparacion. La secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mas grande.

En adicién a estas relaciones de la secuencia de polinucleétidos, se seleccionan también tipicamente proteinas y
regiones de proteinas codificadas por el PIV recombinante de la invencién, para tener relaciones conservadoras, esto
es para tener una identidad sustancial de secuencia o similitud de secuencia, con los polipéptidos de referencia selec-
cionados. Cuando se aplica a los polipéptidos, el término “identidad de secuencia” significa péptidos que comparten
idénticos aminodcidos en las posiciones correspondientes. El término “similitud de secuencia” significa péptidos que
tienen idénticos o similares aminodcidos (esto es, sustituciones conservadoras) en las posiciones correspondientes. El
término “identidad sustancial de secuencia” significa que dos secuencias peptidicas, cuando estdn 6ptimamente ali-
neadas, tal como por los programas GAP o BESTFIT que utilizan por defecto los pesos de los huecos, comparten al
menos 80 por ciento de identidad de secuencia, preferiblemente al menos 90 por ciento de identidad de secuencia, mas
preferiblemente al menos 95 por ciento de identidad de secuencia o mas (por ejemplo, 99 por ciento de identidad de
secuencia). El término “similitud sustancial” significa que dos secuencias peptidicas comparten los correspondientes
porcentajes de similitud de la secuencia. Preferiblemente, las posiciones de residuos que no son idénticos difieren por
sustituciones conservadoras de aminodcidos. Las sustituciones conservadoras de aminodcidos se refieren a la inter-
cambiabilidad de residuos que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tiene
cadenas laterales aliféticas es el de glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tiene
cadenas laterales con hidroxilo alifatico es el de serina y treonina; un grupo de aminodcidos que tiene cadenas latera-
les que contienen grupo amido es el de asparragina y glutamina; un grupo de aminodcidos que tiene cadenas laterales
aromadticas es el de fenilalanina, tirosina, y triptéfano; un grupo de aminodcidos que tiene cadenas laterales bésicas
es el de lisina, arginina, e histidina; y un grupo de aminodcidos que tiene cadenas laterales que contienen azufre es
el de cisteina y metionina. Los grupos de sustitucién conservadora de aminodcidos preferidos son: valina-leucina-iso-
leucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, y asparragina-glutamina. Las abreviaturas para los veinte
aminodcidos presentes en la naturaleza utilizados aqui siguen el uso convencional (Immunology - A Synthesis, 2nd
ed., E. S. Golub & D. R. Gren, eds., Sinauer Associates, Sunderland, MA, 1991). Los estereoisémeros (por ejemplo,
D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos convencionales, los aminoacidos no naturales tales como los aminoacidos
a,a-disustituidos, los N-alquil-aminodcidos, el acido lactico, y otros aminodcidos no convencionales también pueden
ser componentes adecuados para los polipéptidos de la presente invencién. Los ejemplos de aminoécidos no conven-
cionales incluyen: 4-hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, &-N,N,N-trimetillisina, e-N-acetillisina, O-fosfoserina, N-
acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, w-N-metilarginina, y otros aminodcidos similares
y los iminodcidos (por ejemplo, 4-hidroxiprolina). Ademads, se pueden modificar los aminodcidos por glucosilacion,
fosforilacion y similares.

Para seleccionar los virus candidatos para la vacuna, los criterios de viabilidad, atenuacién e inmunogenicidad
se determinan segin métodos bien conocidos. Los virus que serdn los mds deseados en las vacunas deben mantener
la viabilidad, tener un fenotipo de atenuacién estable, presentar replicacion en un hospedador inmunizado (aunque a
niveles mds bajos), y provocar de modo efectivo la produccién de una respuesta inmunitaria en un vacunado suficiente
para conferir proteccion frente a una grave enfermedad causada por la subsiguiente infeccién por el virus natural. Los
PIV recombinantes de la invencidn no sélo son viables y mds apropiadamente atenuados que los previos candidatos a
vacunas, sino que son mds estables genéticamente in vivo,reteniendo la capacidad de estimular una respuesta inmuni-
taria protectora y en algunos casos extender la proteccion ofrecida por multiples modificaciones, por ejemplo, inducir
la proteccion frente a diferentes cepas o subgrupos virales, o la protecciéon mediante una base inmunoldgica diferente,
por ejemplo, inmunoglobulinas secretoras frente a inmunoglobulinas séricas, inmunidad celular, y similares.

Los PIV recombinantes de la invencion se pueden ensayar en diferentes modelos in vitro e in vivo bien conocidos
y generalmente aceptados, para confirmar la atenuacién adecuada, la resistencia a la reversion fenotipica, y la inmuno-
genicidad para uso en la vacuna. En los ensayos in vitro, el virus modificado (por ejemplo, un PIV de origen biol6gico
o recombinante, con una multiplicidad de atenuacidén), se ensaya por ejemplo, en cuanto al nivel de replicacién, la
sensibilidad a la temperatura de la replicacion del virus, esto es fenotipo ts, y en cuanto al fenotipo de las placas pe-
quefias u otro fenotipo deseado. Los virus modificados se ensayan ademas en modelos animales de infeccion por PIV.
Una variedad de modelos animales ha sido descrita y estd resumida en diferentes referencias mencionadas aqui. Los
sistemas de modelos de PIV, incluyendo roedores y primates no humanos, para evaluar la atenuacién y la actividad
inmunégena de los candidatos a vacuna de PIV, son ampliamente aceptados en la técnica, y los datos obtenidos de los
mismos estdn bien correlacionados con la infeccidn, atenuacién e inmunogenicidad de PIV en los seres humanos.
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De acuerdo con la descripcién mencionada, se describen también composiciones virales de PIV infeccioso, re-
combinante, aislado, para uso en vacuna. El virus atenuado que es un componente de una vacuna estd en una forma
aislada y tipicamente purificada. Por aislado se entiende que se refiere al PIV que estd en otro entorno diferente al
nativo de un virus natural, tal como la nasofaringe de un individuo infectado. Mds en general, aislado significa incluir
el virus atenuado como un componente de un cultivo celular u otro medio artificial en el que puede ser propagado
y caracterizado en un entorno controlado. Por ejemplo, los PIV atenuados se pueden producir por un cultivo celular
infectado, separar del cultivo celular y afadir a un estabilizante.

Para uso en la vacuna, el PIV recombinante producido segun la presente invencion se puede utilizar directamente
en formulaciones de vacuna, o se puede liofilizar, como se desee, utilizando protocolos de liofilizacién bien conocidos
por los expertos. El virus liofilizado serd mantenido tipicamente a aproximadamente 4°C. Cuando est4 listo para su
uso el virus liofilizado se reconstituye en una solucion estabilizante, por ejemplo, solucién salina o que comprende
SPG, Mg ** y HEPES, con o sin adyuvante, como se describe adicionalmente mas adelante.

Las vacunas de PIV como se describen aqui contienen como ingrediente activo una cantidad inmunogénicamente
efectiva de PIV producido como se describe aqui. El virus modificado puede ser introducido en un hospedador con un
vehiculo y/o adyuvante fisiolégicamente aceptable. Los vehiculos ttiles son bien conocidos en la técnica, e incluyen,
por ejemplo, agua, agua tamponada, solucién salina al 0,4%, glicina al 0,3%, 4cido hialurénico y similares. Las solu-
ciones acuosas resultantes pueden ser envasadas para su uso como tales, o pueden ser liofilizadas, siendo combinada
la preparacion liofilizada con una solucién estéril antes de la administracién, como se ha mencionado antes. La com-
posicion puede contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables como se requiera para aproximarse a las
condiciones fisioldgicas, tales como agentes de ajuste del pH y agentes tamponantes, agentes de ajuste de la tonicidad,
agentes humectantes y similares, por ejemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio,
cloruro de calcio, monolaurato de sorbitdn, oleato de trietanolamina, y similares. Los adyuvantes aceptables incluyen
el adyuvante incompleto de Freund, MPL™ (monofosforil lipido A 3-o-desacilado; RIBI ImmunoChem Research,
Inc., Hamilton, MT.) y IL-12 (Genetics Institute, Cambridge MA), entre muchos otros adyuvantes adecuados bien
conocidos en la técnica.

En la inmunizacién con una composiciéon de PIV como se describe aqui, via aerosol, gotitas, via oral, tépica u
otra via, el sistema inmunitario del hospedador responde a la vacuna produciendo anticuerpos especificos para las
proteinas del virus PIV, por ejemplo, glucoproteinas F y HN. Como resultado de la vacunacién con una cantidad
inmunogénicamente efectiva de PIV producido como se describe aqui, el hospedador llega a ser al menos parcialmente
o completamente inmune a la infeccién por PIV, o resistente para desarrollar una infeccién por PIV moderada o grave,
particularmente del tracto respiratorio inferior.

El hospedador al que se administran las vacunas puede ser cualquier mamifero que sea susceptible a la infeccion
por PIV o un virus estrechamente relacionado y dicho hospedador es capaz de generar una respuesta inmunitaria
protectora para los antigenos de la cepa de vacunacién. Por consiguiente, se describen métodos para crear vacunas
para una variedad de usos humanos y veterinarios.

Las composiciones de vacuna que contienen el PIV de la invencién se administran a un hospedador susceptible
a una infeccién o que estd de otra manera en riesgo de infeccién por PIV para mejorar las propias capacidades de
respuesta inmunitaria del hospedador. Tal cantidad se define como una “dosis inmunogénicamente efectiva”. En este
uso, la cantidad precisa de PIV a ser administrada dentro de una dosis efectiva dependera del estado de salud y
peso del hospedador, del modo de administracion, de la naturaleza de la formulacion, etc., pero generalmente variard
desde aproximadamente 10° hasta aproximadamente 107 unidades formadoras de placas (PFU) o mds, de virus por
hospedador, mds comtinmente de aproximadamente 10* a 10° PFU de virus por hospedador. En cualquier caso, las
formulaciones de vacuna deben proporcionar una cantidad de PIV modificado de la invencidn suficiente para proteger
de forma efectiva al paciente hospedador frente a una infeccién por PIV grave o de riesgo para la vida.

El PIV producido de acuerdo con la presente invencién se puede combinar con virus de otros serotipos o cepas de
PIV para conseguir la proteccion frente a multiples serotipos o cepas de PIV. Alternativamente, la proteccion frente a
muiltiples serotipos o cepas de PIV se puede conseguir combinando epitopos protectores de multiples serotipos o cepas
incluidos por ingenieria genética en un virus, como se describe aqui. Tipicamente cuando se administran diferentes
virus, estardn mezclados y se administrardn simultdneamente, pero también se pueden administrar por separado. La
inmunizacién con una cepa puede proteger frente a diferentes cepas del mismo o diferente serotipo.

En algunos casos puede ser deseable combinar las vacunas de PIV descritas aqui con vacunas que inducen respues-
tas protectoras a otros agentes, particularmente otros virus de la infancia. Se puede emplear el PIV como un vector
para los antigenos protectores de otros patégenos, tales como el virus sincitial respiratorio (RSV) o el virus del saram-
pidn, incorporando las secuencias que codifican estos antigenos protectores en el genoma o antigenoma del PIV que
se usa para producir PIV infeccioso, como se describe aqui (véase, por ejemplo, la solicitud provisional de patente de
Estados Unidos No. de Serie 60/170.195, presentada el 10 de diciembre de 1999 by Murphy et al.).

En todos los sujetos, la cantidad precisa de vacuna de PIV recombinante administrada, y el tiempo y repeticién de
la administracion, seran determinados basandose en el estado de salud y peso del paciente, el modo de administracion,
la naturaleza de la formulacion, etc. Las dosis generalmente variardn desde aproximadamente 10° hasta aproximada-
mente 107 unidades formadoras de placas (PFU) o mds, de virus por paciente, mas comtinmente de aproximadamente
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10* a 10° PFU de virus por paciente. En cualquier caso, las formulaciones de vacuna deben proporcionar una cantidad
de PIV atenuado suficiente para estimular o inducir efectivamente una respuesta inmunitaria anti-PIV, como se pue-
de determinar por ejemplo, por fijacién del complemento, neutralizacién de placas, y/o ensayo de inmunoabsorbente
ligado a enzimas, entre otros métodos. A este respecto, los individuos son monitorizados también en cuanto a signos
y sintomas de enfermedad respiratoria superior. Como con la administracién a monos rhesus, el virus atenuado de la
vacuna crece en la nasofaringe de los vacunados a niveles aproximadamente 10 veces o mas bajos que el virus natural,
o aproximadamente 10 veces o mas bajos cuando se comparan con los niveles de PIV incompletamente atenuado.

En los neonatos y lactantes, puede ser necesaria la administracion mdltiple para provocar suficientes niveles de
inmunidad. La administracién deberia empezar dentro del primer mes de vida, y a intervalos a lo largo de la infancia,
tal como a los dos meses, seis meses, un afio y dos afios, seglin sea necesario para mantener niveles suficientes
de proteccidn frente a la infeccién por el PIV nativo (natural). Similarmente, los adultos que son particularmente
susceptibles a infeccion por PIV repetida o grave, tal como, por ejemplo, los trabajadores sanitarios, los trabajadores de
guarderias, familiares de nifios pequefios, los ancianos, los individuos con la funcién cardiopulmonar afectada, pueden
requerir inmunizaciones multiples para establecer y/o mantener respuestas inmunitarias protectoras. Los niveles de
inmunidad inducida pueden ser monitorizados midiendo las cantidades de anticuerpos neutralizantes secretores y
séricos, y las dosis pueden ser ajustadas o las vacunaciones repetidas segiin sea necesario para mantener los niveles
deseados de proteccién. Ademds, diferentes virus de vacuna pueden estar indicados para administracién a diferentes
grupos receptores. Por ejemplo, una cepa de PIV preparada por ingenieria genética que expresa una citocina o una
proteina adicional rica en epitopos de la célula T puede ser particularmente ventajosa para los adultos mas que para
los lactantes.

Las vacunas de PIV producidas como se describe aqui, se pueden combinar con virus que expresan antigenos de
otro subgrupo o cepa de PIV para conseguir proteccion frente a multiples subgrupos o cepas de PIV. Alternativamente,
el virus de vacuna puede incorporar epitopos protectores de multiples cepas o subgrupos de PIV preparados en un clon
de PIV, como se describe aqui.

Las vacunas de PIV pueden provocar la produccién de una respuesta inmunitaria que es protectora frente a graves
enfermedades del tracto respiratorio inferior, tales como neumonia y bronquiolitis cuando el individuo es subsiguien-
temente infectado con el PIV natural. Aunque el virus que circula naturalmente es todavia capaz de causar la infeccion,
particularmente en el tracto respiratorio superior, hay una posibilidad extremadamente reducida de rinitis como resul-
tado de la vacunacion y posible refuerzo de la resistencia por la subsiguiente infeccién por el virus natural. Después de
la vacunacidn, hay niveles detectables de anticuerpos séricos y secretores engendrados por el hospedador que son capa-
ces de neutralizar el virus homdélogo (del mismo subgrupo) natural in vitro e in vivo. En muchos casos los anticuerpos
del hospedador neutralizaran también el virus natural de un subgrupo diferente, no de la vacuna.

Los PIV candidatos para la vacuna preferidos, presentan una disminucién muy sustancial de la virulencia cuando se
comparan con el virus natural que circula naturalmente en los seres humanos. El virus esta suficientemente atenuado de
forma que los sintomas de infeccién no aparecerdn en la mayor parte de los individuos inmunizados. En algunos casos
el virus atenuado puede ser todavia capaz de diseminacién en los individuos no vacunados. Sin embargo, su virulencia
estd suficientemente disminuida de tal modo que no tienen lugar las infecciones graves del tracto respiratorio inferior
en el hospedador vacunado o incidental.

El nivel de atenuacién de los candidatos para la vacuna de PIV se puede determinar, por ejemplo, cuantificando
la cantidad de virus presente en el tracto respiratorio de un hospedador inmunizado y comparando esta cantidad con
la producida por el PIV natural u otros PIV atenuados que han sido evaluados como cepas candidatos para la vacuna.
Por ejemplo, el virus atenuado puede tener un mayor grado de restriccion de la replicacién en el tracto respiratorio
superior de un hospedador altamente susceptible, tal como un chimpancé, o mono rhesus, comparado con los niveles
de replicacion del virus natural, por ejemplo, 10 a 1000 veces menos. Con el fin de reducir ademds el desarrollo de la
rinorrea, que se asocia con la replicacién del virus en el tracto respiratorio superior, un virus candidato ideal para la
vacuna deberfa presentar un nivel restringido de replicacion tanto en el tracto respiratorio superior como en el inferior.
Sin embargo, los virus atenuados deben ser suficientemente infecciosos e inmundgenos en los seres humanos como
para conferir proteccién a los individuos vacunados. Los métodos para determinar los niveles de PIV en la nasofaringe
de un hospedador infectado son bien conocidos en la bibliografia.

Los niveles de inmunidad inducida proporcionados por las vacunas se pueden monitorizar también midiendo las
cantidades de anticuerpos neutralizantes secretores y séricos. Basdndose en estas medidas, se pueden ajustar las dosis
de vacuna o se pueden repetir las vacunaciones segtlin sea necesario para mantener los niveles de proteccidon deseados.
Ademads, virus diferentes de vacuna pueden ser ventajosos para diferentes grupos receptores. Por ejemplo, una cepa de
PIV preparada por ingenieria genética que expresa una proteina adicional rica en epitopos de las células T puede ser
particularmente ventajosa para los adultos mds que para los lactantes.

Ademds, el PIV se puede emplear como un vector para la terapia génica transitoria del tracto respiratorio. El geno-
ma o antigenoma de PIV recombinante puede incorporar una secuencia que es capaz de codificar un producto génico de
interés. El producto génico de interés estd bajo el control del mismo o diferente promotor del que controla la expresion
de PIV. Se administra a un paciente el PIV infeccioso producido mediante la coexpresion del genoma o antigenoma
de PIV recombinante con las proteinas N, P, L y otras proteinas deseadas del PIV, y que contiene una secuencia que
codifica el producto génico de interés. La administracién es tipicamente por aerosol, nebulizador, u otra aplicacién
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topica al tracto respiratorio del paciente que se trata. El PIV recombinante se administra en una cantidad suficiente
para producir la expresion de niveles terapéuticos o profildcticos del producto génico deseado. Los productos géni-
cos representativos que se pueden administrar dentro de este método son preferiblemente adecuados para expresion
transitoria, incluyendo, por ejemplo, interleucina-2, interleucina-4, gamma-interferén, GM-CSF, G-CSF, eritropoye-
tina, y otras citocinas, glucocerebrosidasa, fenilalanina-hidroxilasa, regulador de la conductancia transmembranal de
la fibrosis quistica (CFTR), hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferasa, citotoxinas, genes supresores de tumor, los
RNA antisentido, y antigenos de vacuna.

Los siguientes ejemplos se dan a modo de ilustracién, no de limitacion.
Ejemplo I

Construccion de los cDNA que codifican un antigenoma quimérico de HPIV3/BPIV3 y recuperacion de los virus
infecciosos

Los tres ejemplos siguientes documentan estudios para identificar cuales de las proteinas de BPIV3 contribuyen a
su restriccion del rango de hospedadores en los primates. Para ilustrar estos métodos, la proteina N del virus HPIV3
natural fue reemplazada con su homélogo de BPIV3. Este intercambio se llevé a cabo utilizando un sistema de genética
reversa para recuperacion de PIV infeccioso a partir de cDNA como se ha descrito antes. Se iniciaron los estudios con
el gen N de BPIV3 porque esta proteina tiene un nivel intermedio de diferencia de la secuencia de aminoacidos con su
homélogo de HPIV3 en comparacién con otras proteinas de HPIV3 y BPIV3 (véase el Ejemplo I).

Se construyé un virus recombinante quimérico en el que el ORF de N de la cepa JS de HPIV3 fue reemplazado
por el de la cepa Ka o el de la cepa SF de BPIV3 (Fig. 1). Estos virus quiméricos tienen las glucoproteinas HN y F
del HPIV3 parental e induciran un alto nivel de inmunidad frente a HPIV3 en los primates. Ambos virus quiméricos
fueron recuperados satisfactoriamente. Ambos crecieron hasta titulos altos en cultivo celular y se encontré que ambos
eran atenuados en los monos rhesus. Asi, la proteina N fue identificada como un ejemplo de proteina que contribuye
al fenotipo del rango de hospedadores de BPIV3. La inmunizacién de los monos rhesus con cualquiera de los virus
recombinantes quiméricos Ka o SF, indujo un alto nivel de resistencia a la replicacién de HPIV3 usado como un
enfrentamiento natural.

La presente invencidn, por tanto, establece la utilidad de los métodos de genética reversa para generar un virus
PIV quimérico humano-bovino que combina las propiedades de atenuacién del rango de hospedadores de BPIV3 y la
inmunogenicidad de los antigenos protectores HN y F de HPIV3. La inmunizacién de los seres humanos con dicho
recombinante quimérico corregird el problema de la inmunogenicidad subdptima de la vacuna de BPIV3 observado
previamente en los seres humanos.

La secuencia de nucleétidos de consenso, completa, para cada una de las cepas Ka o SF de BPIV3 se determiné a
partir de los productos de la RT-PCR generados del RNA del virién. Estas secuencias se detallan en las figuras 6A-6G,
y en las figuras 7A-7G, respectivamente. E1 cDNA de longitud completa que codifica un RNA antigenémico completo
de Ka de BPIV3 de 15456 nucledtidos (nt) se detalla aqui en las figuras 6A-6G (véase también GenBank N° de acceso
AF178654). La secuencia de GenBank para la cepa kansas de BPIV3 difiere de la secuencia del ejemplo de cDNA
en dos posiciones, en los nucledtidos 21 y 23. Ambas, la secuencia publicada y la secuencia del ejemplo de cDNA se
presentan naturalmente en la poblacién de virus de la cepa kansas con frecuencias similares. E1 cDNA utilizado en
el presente ejemplo contiene una secuencia que empieza en el nucleétido 18, ACTGGTT (SEQ ID NO. 1), mientras
que la correspondiente secuencia publicada (GenBank N° de acceso AF178654; Figuras 6A-6G, SEQ ID NO. 22) es
ACTTGCT (los nucledtidos que difieren en las posiciones 21 y 23 estdn subrayados).

Para construir la secuencias de nucleétidos de consenso para las cepas Ka y SF de BPIV3, se sometié el RNA
del virién a transcripcion reversa utilizando el sistema Superscript I Preamplification System (Life Technologies,
Gaithersburg, MD.) y 200 ng de cebadores hexdmeros aleatorios. Se llevo a cabo la PCR en el primer producto de
cadena utilizando el kit para la PCR de cDNA, Advantage (Clontech Laboratories, Palo Alto, CA.). Se amplificaron
cada uno de los genomas Ka y SF por la PCR en 3 o 4 fragmentos solapados utilizando cebadores homélogos para las
regiones de RNA conservadas entre las secuencias de paramixovirus publicadas previamente. Se construyé cada par
de cebadores para incluir la concordancia de los sitios de restriccién de la enzima (no representados en la secuencia
elegida para amplificacién).

Se generd una genoteca aleatoria separada para cada amplicon digiriendo un conjunto de productos de la PCR con
las apropiadas enzimas de restriccion, seguido por la purificacién en gel, ligamiento de los productos en ordenamientos
en tdindem y ultrasonidos. Se generd una genoteca aleatoria a partir de este conjunto de secuencias de cDNA compar-
tidas, clonando un subconjunto (aproximadamente fragmentos de 500 bp) en M 13. Se determinaron las secuencias de
nucledtidos de los insertos de cDNA mediante secuenciacion automédtica del DNA utilizando el kit de secuenciacién
en ciclo Taq DYE Deoxy Terminator (ABI, Foster City, CA). Se ensamblé una secuencia continua (contigua) para
cada uno de los fragmentos originales grandes de la RT-PCR con suficiente redundancia de modo que la posicién de
cada nucleétido fue confirmada por un minimo de 3 clones independientes de M13. Las secuencias gendémicas termi-
nales en 5’ y 3” de Ka y SF se convirtieron en cDNA utilizando el sistema Rapid Amplification of cDNA Ends (Life
Technologies, Gaithersburg, MD) y se secuenciaron por secuenciacion automatica.
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Estas secuencias se detallan en las Figuras 6A-6G (Ka) y en las Figuras 7A-7G (SF), respectivamente. El analisis
de estas secuencias revel6 que el porcentaje de la identidad de aminodcidos entre HPIV3 y BPIV3 para cada una de las
siguientes proteinas es: N (86%), P (65%), M (93%), F (83%), HN (77%), y L (91%). Asi se encontré la divergencia
de secuencias distribuida sobre muchos genes. La secuencia de aminodcidos deducida de los genes N de estos dos
virus se presenta en GenBank N° AF178654 (Ka) y N° AF178655 (SF), no incluidos. La posiciéon del ORF de N en
el genoma de BPIV3 estd indicada en los respectivos informes de GenBank. En el ejemplo que sigue, el ORF de N
del virus Ka o SF se selecciond inicialmente para el reemplazamiento del correspondiente gen en el virus HPIV3
porque el gen N representa un gen con un nivel intermedio de divergencia de secuencia entre las seis proteinas de
HPIV3 y BPIV3. En este estudio se cambi6 el ORF de N, pero no las secuencias no codificadoras en 3’ o 5°, del
gen N, lo que permiti6é asignar un fenotipo de atenuacién observado de cKa y cSF a la proteina codificada por el
gen N.

Se construyeron genomas de PIV3 quiméricos humano-bovinos de longitud completa introduciendo las regiones
codificadoras N de Ka o SF de BPIV3 como un reemplazo de su homélogo de HPIV3 en el rJS cDNA p3/7(131)2G
que codifica una copia completa de RNA antigenémico de HPIV3 de sentido positivo (véase, por ejemplo, Durbin
et al., 1997a, cita anterior; Hoffman et al., 1997, cita anterior; Skiadopoulos et al., 1998, cita anterior; solicitud
de patente de Estados Unidos No. de Serie 09/083.793, presentada el 22 de mayo de 1998; solicitud provisional de
Estados Unidos No. 60/047.575, presentada el 23 de mayo de 1997 (correspondiente a la publicacién internacional
No. WO 98/53078), y solicitud provisional de Estados Unidos No. 60/059.385, presentada el 19 de septiembre de
1997). Las regiones codificadoras N de BPIV3 y HPIV3 con secuencias flanqueantes fueron subclonadas en primer
lugar y después modificadas para permitir un cambio s6lo del ORF de N. El pUC119JSN que lleva el gen N de HPIV3
y los plasmidos con un gen N de Ka o SF de BPIV3 (pBSKaN y pBSSFN) se sometieron a mutagénesis utilizando el
método de Kunkel (Proc. Natl. Acad. Sci. USA82: 488-492, 1985) para introducir los sitios de reconocimiento de la
enzima de restriccion, Ncol y AflIl, en los sitios de iniciacién y terminacién de la traduccidn, respectivamente (Fig.
1A). Después de la digestion con Ncol/Aflll de pUC119KaN-Ncol/Aflll, se introdujo la regién codificadora N de
BPIV3 como un fragmento Ncol/AflIII en el pUC119JSN-Ncol/AflIl como un reemplazo para la region codificadora
N de HPIV3 (Fig. 1B). Los genes N quiméricos, que contienen las secuencias no codificadoras en 3’ y 5’ de HPIV3
y el ORF de BPIV3, fueron modificados por mutagénesis dirigida al sitio para restaurar la secuencia no codificadora
original de HPIV3 y la secuencia codificadora de BPIV3. Este gen N quimérico se introdujo entonces en la mitad 5’
del antigenoma rJS, pLeft, en intercambio por su correspondiente secuencia de HPIV3 (Figuras 2A y 2B) utilizando
los sitios existentes MIul y EcoRI presentes en la secuencia humana. En cada caso se llevaron a cabo reacciones
paralelas para el ORF de N de SF. El plasmido pLeft quimérico se combiné con el fragmento Xhol/NgoMI procedente
de pRight que contiene la mitad 3* del antigenoma rJS flanqueada por la ribozima delta y el terminador T7 en su
extremo 3’ (Fig. 2). Los pldsmidos quiméricos de PIV3 resultantes denominados pB/HPIV3NKa o pB/HPIV3NSF,
contenian el antigenoma 1JS de longitud completa en el cual el ORF de N codificaba la proteina N de Ka o SF
de BPIV3.

Se transfectaron los cDNA antigenémicos quiméricos de HPIV3/BPIV3 individualmente a células HEp-2 culti-
vadas hasta casi confluencia en placas de 6 pocillos junto con dos pldsmidos de soporte descritos previamente, pTM
(P no C) y pTM(L), Lipofectace (Life Technologies, Gaithersburg, MD), y se infectaron con un virus vaccinia re-
combinante modificado que expresa el bacteri6fago T7 RNA polimerasa (MVA-T7) como se ha descrito previamente
(Durbin et al., Virology234: 74-83, 1997b). Un plasmido soporte N usado en trabajos previos fue omitido porque el
pldsmido antigenémico expresaba niveles suficientes de la proteina N. Se mantuvieron los cultivos durante 3,5 dias a
32°C, tras lo cual se recogieron los sobrenadantes, se pasaron por células LLC-MK?2 y se purificaron las placas 3 veces
en células LLC-MK2. Las identidades de los virus quiméricos que incorporan un genoma o antigenoma de fondo de
PIV3 humano y una proteina N de BPIV3 (denominados como virus quiméricos recombinantes rHPIV3-Ng o, mas
especificamente, como virus quiméricos “cKa” y “cSF”) recuperados de las transfecciones fueron confirmadas por
secuenciacion de los productos de la RT-PCR que contienen las regiones de los codones de iniciacién y de termina-
cién del ORF de N procedentes del RNA del virion aislado después de amplificacion de virus purificado en placas por
triplicado (Fig. 3). Este producto amplificado y las correspondientes secuencias amplificadas de HPIV3 rJS y BPIV3
Ka o SF se sometieron también a digestion con Taql para confirmar la identidad quimérica de los virus cKa y cSF
(Fig. 4). Los perfiles de digestién por Taql fueron distintos para los 3 virus parentales y los 2 virus quiméricos, y cada
perfil parental incluia fragmentos de Taql de un tnico tamafio, permitiendo la contribucién de la secuencia de los 1JS,
Ka y SF parentales para los virus quiméricos a ser verificados. Los recombinantes quiméricos cKa y cSF recuperados,
contenia cada uno las secuencias esperadas como se habia disefiado.

Ejemplo I
Replicacion de virus quiméricos HPIV3/BPIV3 en cultivo celular

La replicacién eficiente de vacunas de virus vivos atenuados en células de cultivo de tejidos es una caracteristica
del PIV quimérico humano-bovino de la invencion que permite la fabricacion eficiente de los materiales de la vacuna
recombinante. La replicacién multiciclo de rJS parental, cKa, Ka parental, cSF, y SF parental en una linea celular
bovina (MDBK) y en una linea celular de simio (LLC-MK2) fue determinada infectando células con virus en una
multiplicidad de infeccién de 0,01 y recogiendo muestras (por triplicado) a lo largo de un periodo de tiempo de cinco
dias (Fig. 5) como se ha descrito previamente (Tao et al., 1998, cita anterior).
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Los virus quiméricos se replicaron eficientemente en ambas lineas celulares lo mismo que sus virus parentales hu-
manos o bovinos sin retraso significativo en la replicacién ni una significativa reduccién en el titulo de virus obtenido.
En cada caso, el virus quimérico se replicé hasta més de 107° TCIDsy/ml que estd muy por encima de la dosis de 10*°
010°° de las vacunas de PIV humanos o bovinos vivos atenuados que se estdn usando actualmente en ensayos clinicos
humanos (Karron et al., 1996, cita anterior; Karron et al., 1995a, cita anterior; y Karron et al., 1995b, cita anterior).

Ejemplo III
Evaluacion de la atenuacion y eficacia protectora de los virus quiméricos HPIV3/BPIV3 en monos Rhesus

Tanto el SF como el Ka de BPIV3 son atenuados para el tracto respiratorio superior y el inferior del mono rhesus
(van Wyke Coelingh et al., 1988, cita anterior). Este fenotipo de atenuacion se correlaciona con la atenuacion en los
seres humanos (Karron et al., 1995a, cita anterior) como se indica por el hecho de que Ka estd altamente restringido
en la replicacién en el tracto respiratorio superior de los lactantes y nifios seronegativos totalmente susceptibles.
La ausencia de tos, obstruccion laringea, bronquiolitis, o0 neumonia en los vacunados infectados por BPIV3 da a
entender que el virus Ka BPIV3 es atenuado también para el tracto respiratorio inferior. Por tanto, el mono rhesus
estd ampliamente aceptado como un modelo razonablemente correlativo para evaluar la atenuacién de los virus PIV
candidatos para la vacuna y su eficacia frente al enfrentamiento con el PIV natural.

Se administraron intranasalmente e intratraquealmente los rJS, cKa, Ka parental, cSF, y SF parental en una dosis
de 10>° TCIDs, por sitio a los monos rhesus. Se monitoriz6 la replicacién utilizando los procedimientos descritos pre-
viamente para obtener muestras del tracto respiratorio superior (muestras de frotis nasofaringeo) y tracto respiratorio
inferior (muestras de lavado traqueal) y para titular el virus en células LLC-MK2 (Hall et al., 1992, cita anterior).
Los cKa y cSF recombinantes fueron significativamente atenuados para el tracto respiratorio superior (Tabla 1) pre-
sentando, respectivamente, una reduccién de 63 veces o una reduccién de 32 veces en la media de los picos del titulo
de virus en comparacién con la del rJS HPIV3 parental. Ambos, cKa y cSF, fueron también atenuados para el tracto
respiratorio inferior, pero esta diferencia fue sélo estadisticamente significativa para cSF. El bajo nivel de replicacién
de 1JS en el tracto respiratorio inferior hizo dificil demostrar de una forma estadisticamente significativa la restriccién
adicional de replicacién debida a un fenotipo de atenuacion en este sitio.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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El nivel de replicacién de cada virus quimérico, cKa y cSF, no fue significativamente diferente de su parental bo-
vino en el tracto respiratorio superior o inferior, aunque los virus quiméricos se replicaron cada uno algo mejor que
sus BPIV3 parentales en el tracto respiratorio superior. Por tanto, la adquisicién del gen N de cualquiera de los Ka o
SF de BPIV3 por rJS HPIV3 atenud al virus humano para los monos rhesus a un nivel aproximadamente equivalente
al del BPIV parental. Puesto que los HPIV3/BPIV3 quiméricos recombinantes se replicaron eficientemente en células
de cultivo de tejidos in vitro, es claro que el fenotipo de la replicacion restringida por el rango de hospedadores mani-
festado por los dos virus parentales bovinos fue transferido al HPIV3 por el ORF de N. Es posible, pero desconocido
e imprevisible, que la sustitucién por otros genes de BPIV3, tales como M, P, o L, de sus homélogos HPIV3 en rJS
dara niveles similares o mayores de atenuacién como se observa después de la sustitucién del gen N de HPIV3 por
el gen N de BPIV3. La observacion de que el nivel de replicacion de cKa y cSF es ligeramente mayor que el de sus
BPIV3 parentales en el tracto respiratorio superior sugiere que genes bovinos adicionales contribuyen al fenotipo de
atenuacion del rango de hospedadores del virus BPIV3 parental en este sitio.

Los monos no inoculados y los monos que fueron previamente infectados con un virus PIV3 parental humano o
bovino, o con el virus quimérico cKa o cSF, fueron enfrentados 42 dias después de la inoculacion inicial con 1050
TCIDs, de rJS intranasalmente e intratraquealmente en un indculo de 1 ml en cada sitio. Se tomaron muestras de la
nasofaringe y de la trdquea como se ha descrito previamente en los dias indicados en la Tabla 2. Se determiné el titulo
de virus presente en cada sitio para cada mono en monocapas de células LLC-MK2, y los titulos presentados son la
media de los picos de los titulos (Hall et al., 1992, cita anterior). La infeccion previa con cualquier virus quimérico
indujo un alto nivel de resistencia a la replicacion del virus de enfrentamiento rJS tanto en el tracto respiratorio
superior como en el inferior. Los monos previamente infectados con cKa manifestaron una reduccién de 300 veces
en la replicacién del HPIV3 (rJS) natural en el tracto respiratorio superior y una reduccién de 1000 veces en el
tracto inferior en comparacién con los monos control no inoculados. Los monos previamente infectados con cSF
manifestaron una reduccién de 2000 veces en la replicaciéon de rJS en el tracto respiratorio superior y una reduccién
de 1000 veces en el tracto inferior en comparacién con los monos control no inoculados. El nivel de reduccién de la
replicacion del virus de enfrentamiento rJS en los monos previamente inoculados con cKa o cSF fue comparable al
de los monos previamente infectados con cualquiera de los PIVs parentales, bovino o humano. Por tanto, la infeccién
con cualquier virus quimérico HPIV3/BPIV3 proporcion6 un alto nivel de proteccion en el tracto respiratorio superior
e inferior de los monos, y ambos virus quiméricos representan candidatos prometedores para la vacuna.

El suero recogido de los monos los dias 0 y 28 se analiz6 por el ensayo HAI utilizando HPIV3 (cepa JS) y BPIV3
(cepa Ka) como antigeno como se ha descrito previamente (Coelingh et al., J. Infect. Dis. 157: 655-662, 1988). Aunque
cKa-Ny cSF-N estaban altamente atenuados en el tracto respiratorio superior e inferior de los monos rhesus en relacién
con el rJS, cada virus quimérico indujo una respuesta de anticuerpos de inhibicién de la hemaglutinacién (HAI) frente
al HPIV3 que fue 2,5 a 5 veces superior en magnitud que la inducida por la inmunizacién con su respectivo BPIV3
parental. Esto es debido probablemente a la presencia de la proteina HN de HPIV3 en los virus quiméricos. Ademads,
las respuestas HAI especificas de HPIV3 inducidas por los virus quiméricos fueron estadisticamente indistinguibles
de las inducidas por la inmunizacién con rJS. Un resultado adicional inesperado demostrado aqui es que, después del
enfrentamiento de los monos con HPIV3, el nivel de anticuerpos HAI en los monos inicialmente inmunizados con
cKa-N o cSF-N fue significativamente mayor que los niveles observados en los animales inmunizados con 1JS, Ka o
SF.

Ejemplo IV

Construccion y caracterizacion de HPIV3/BPIV3 quiméricos, candidatos para la vacuna, que tienen glucoproteinas
heterdlogas de fusion y hemaglutinina-neuraminidasa

En el ejemplo precedente, la base de la restriccién de replicacion por el rango de hospedadores de BPIV3 para el
tracto respiratorio de los primates fue examinada mediante la generacién y caracterizacién de un PIV3 recombinante
humano (rHPIV3) en el que el marco de lectura abierto (ORF) de N fue reemplazado por el de su homélogo BPIV3.
El virus quimérico resultante, rHPIV3-Ng, denominado también cKa o cSF, se replicé eficientemente in vitro pero fue
restringido en la replicacidn en el tracto respiratorio superior de los monos rhesus, identificando la proteina N como
un determinante independiente de la restriccién del rango de hospedadores de BPIV3 en los monos rhesus (Bailly ef
al., J. Virol. 74: 3188-3195, 2000).

En el presente ejemplo, se examind la contribucion de los genes de la glucoproteina de fusion (F) y los genes
de la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa (HN) del virus paragripal bovino tipo 3 (BPIV3) a su replicacién
restringida en el tracto respiratorio de los primates no humanos generando y caracterizando dos virus BPIV3/HPIV3
quiméricos reciprocos. Un HPIV3 quimérico que contiene genes heterdlogos de glucoproteinas F y HN de BPIV3 en
lugar de los suyos propios, y el recombinante reciproco que comprende un “esqueleto” de BPIV3 que lleva los genes F
y HN de HPIV3 en sustitucién de los genes homdlogos de glucoproteinas de BPIV3, fueron generados para evaluar el
efecto de la sustitucion de las glucoproteinas sobre la replicacién de HPIV3 y BPIV3 en el tracto respiratorio superior
e inferior de los monos rhesus. Por tanto, en un virus quimérico, los genes F y HN de HPIV3 fueron reemplazados
con sus homélogos de BPIV3, produciendo un recombinante quimérico denominado rHPIV3-FzHNj. Se construy6 el
recombinante quimérico reciproco de PIV3 (rBPIV3-F;HNy) reemplazando los genes F y HN de un BPIV3 recombi-
nante (rBPIV3) con sus homdlogos de HPIV3. En el dltimo virus, la introduccién de los ORF de F y HN de HPIV3 en
el esqueleto de BPIV3 combina los determinantes antigénicos de HPIV3 con el esqueleto de BPIV3 y proporciona asi
un mejor candidato para la vacuna en comparacién con el BPIV3 parental. Los genes F y HN fueron intercambiados
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como pares en vista de los requerimientos propuestos para las proteinas HN y F homdlogas para los virus paragripales
para una completa actividad funcional (Deng et al., Virology 209: 457-469, 1995; y Tanabayashi et al., J. Virol. 70:
6112-6118, 1996).

Los virus quiméricos mencionados fueron recuperados facilmente y presentaron cinéticas de replicacion en las cé-
lulas LLC-MK?2 de simio que fueron comparables a las de sus virus parentales, dando a entender que las glucoproteinas
heterdlogas eran compatibles con las proteinas internas de PIV3. Las caracteristicas distintivas de la citopatologia de
BPIV3 frente a HPIV3 se mantenian aparte junto con sus respectivos genes F y HN. El HPIV3 que lleva los genes F y
HN de BPIV3 fue atenuado para la replicacién en monos rhesus hasta un nivel similar al de su virus parental BPIV3,
indicando que los genes de glucoproteina de BPIV3 son determinantes mayores de su restricciéon de replicacién por
el rango de hospedadores en los monos rhesus. El BPIV3 que lleva los genes F y HN de HPIV3 (rfBPIV3-FyHNy) fue
replicado en monos rhesus hasta un nivel intermedio entre el de HPIV3 y el de BPIV3.

Estos resultados indican que los genes F y HN contribuyen significativamente a la atenuacion global de BPIV3.
Ademds, demuestran que las secuencias de BPIV3 fuera de la regién F y HN también contribuyen al fenotipo de
atenuacion en los primates. Este ultimo hallazgo es consistente con la demostracién en el ejemplo precedente de
que la secuencia codificadora de nucleoproteina de BPIV3 es un determinante de su atenuacién para los primates. A
pesar de su replicacion restringida en el tracto respiratorio de monos rhesus, el rBPIV3-FyHNy confiri6é un nivel de
proteccion contra al enfrentamiento con HPIV3 natural que fue indistinguible del conferido por una infeccién previa
con HPIV3 natural. A partir de estos hallazgos y otros relacionados, se ve claramente la utilidad de rBPIV3FyHNy
como un candidato para la vacuna frente a HPIV3.

Virus y células

Se mantuvieron cultivos de monocapas de células HEp-2 y LLC-MK?2 de simio en medio MEM (Life Technologies,
Gaithersburg, MD) suplementado con suero fetal bovino al 5% (Summit Biotechnology, Ft. Collins, CO), 50 ug/ml de
sulfato de gentamicina, y glutamina 4 mM (Life Technologies, Gaithersburg, MD).

La cepa Kansas/15626/84 de BPIV3 natural (Clon 5-2-4, Lote BPI3-1) (BPIV3 Ka), el HPIV3 JS natural, su
versién recombinante (rHPIV3), y el virus rHPIV3 que contiene el ORF de Ka N de BPIV3 en lugar del ORF N de
HPIV3 (rHPIV3-N3) se han descrito cada uno anteriormente (véase también, Clements et al., 1991, cita anterior;
Karron et al., 1995a, cita anterior; Bailly et al., 2000, cita anterior; y Durbin et al., 1997, cita anterior). Los PIV
fueron propagados a 32°C en células LLC-MK2 (ATCC CCL-7), como se ha descrito previamente (Hall ez al., 1992,
cita anterior). El virus recombinante de la cepa Ankara de vaccinia modificada (MVA) que expresa el bacteriéfago T7
RNA polimerasa esta descrito por Wyatt et al. (1995, cita anterior).

Construccion de los cDNA antigenomicos que codifican los virus BPIV3/HPIV3 recombinantes
a) Construccion de cDNA para recuperar rBPIV3

Se construy6 un cDNA de longitud completa para codificar el RNA antigenémico completo de 15456 nucleétidos
(nt) de BPIV3 Ka, como se ha descrito antes. Se ensambl6 el cDNA procedente de 4 subclones derivados por trans-
cripcion reversa (RT) del RNA viral utilizando el sistema SuperScript II Pre-amplification System (Life Technologies,
Gaithersburg, MD) y la amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con un kit High Fidelity PCR kit
(Clontech Laboratories, Palo Alto, CA). Los productos de la RT-PCR fueron clonados en plasmidos pUC19 modifica-
dos (New England Biolabs, Beverly, MA) utilizando los siguientes sitios de reconocimiento de la enzima de restriccién
internos que se presentan en la naturaleza: Smal (posicion nt 186 de la secuencia de BPIV3 Ka), PstI (nt 2896), Mlul
(nt 6192), Sacll (nt 10452) y Bsp LU11 (nt 15412). Se secuenciaron mdltiples subclones del cDNA antigenémico
utilizando un secuenciador Perkin Elmer ABI 310 con dRhodamine Terminator Cycle Sequencing (Perkin Elmer Ap-
plied Biosystems, Warrington, UK), y solamente los que concordaban con la secuencia de consenso de BPIV3 Ka se
utilizaron para el ensamblaje del clon de longitud completa. Los extremos 3’ y 5° de BPIV3 Ka fueron clonados y el
ensamblaje del cDNA de longitud completa tuvo lugar en el vector p(Right) descrito previamente (Durbin et al., 1997,
cita anterior), que se modificé para contener un nuevo poliligante con los sitios de reconocimiento de la enzima de
restriccion para Xhol, Sma 1, Mlul, Sacll, EcoRI, HindIll y RsrIl. El clon de cDNA de longitud completa pBPIV3(184)
contenia los siguientes elementos en orden 3’ a 5’: un promotor T7 seguido por 2 residuos no virales de guanosina,
la secuencia antigenémica completa de BPIV3 Ka, una ribozima del virus delta de la hepatitis y un terminador de la
transcripcion de la T7 polimerasa (Bailly et al., 2000, cita anterior; y Durbin et al., 1997a, cita anterior).

b) Construccion de rHPIV3-FgHNg y rBPIV3-FyHNy

Se introdujeron sitios Unicos de reconocimiento de la enzima de restriccién en el cDNA antigenémico de BPIV3
y en el cDNA antigenémico de HPIV3 previamente descrito, p3/7(131)2G (Durbin et al., 1997a, cita anterior) para
facilitar el intercambio de los genes F y HN entre los cDNA de BPIV3 y HPIV3. Utilizando el protocolo de muta-
génesis transformadora dirigida al sitio de Clontech (Clontech Laboratories, Palo Alto, CA), se introdujeron sitios de
restriccion SgrAl en la region no codificadora hacia abajo del gen M en la posicién 4811 de la secuencia de rBPIV3
y en la posicién 4835 de la secuencia de rHPIV3 JS (GenBank N° de acceso Z11575). El nimero del nucleétido dado
para la posicion de los sitios de reconocimiento de la enzima de restriccidn indica el nucleétido después del cual corta
la enzima, no el primer nucleétido del sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién. La secuencia se cambi6 de
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TCCAACATTGCA (SEQ. ID. NO. 2) a TCCACCGGTGCA (SEQ. ID. NO. 3) en rBPIV3 y de CGGACGTATCTA
(SEQ.ID. NO. 4) a CGCACCGGTGTA (SEQ. ID. NO. 5) en rHPIV3 (los sitios de reconocimiento estdn subrayados).
Se introdujeron sitios de restriccién Bs/WI en la regidn no codificadora hacia abajo del gen HN en el nt 8595 de la
secuencia de rBPIV3 y en el nt 8601 de la secuencia de rHPIV3 JS. La secuencia se cambié de GATATAAAGA (SEQ.
ID. NO. 6) a GACGTACGGA (SEQ. ID. NO. 7) en rBPIV3 para dar pBPIVs(107) y de GACAAAAGGG (SEQ. ID.
NO. 8) a GACGTACGGG (SEQ. ID. NO. 9) en rHPIV3 para dar pHPIVs(106). Los genes F y HN fueron intercam-
biados entre pBPIVs(107) y pHPIV3s(106) mediante digestion de cada uno con SgrAl 'y Bs/WI, purificacién en gel de
los fragmentos, y ensamblaje de los fragmentos apropiados en los dos cDNA de longitud completa. El esqueleto de
HPIV3 que lleva los genes F y HN de BPIV3, designado como pHPIV(215), codificaba 15480 nucleétidos (nts) de la
secuencia viral, de los cuales los nts 4835 a 8619 venian de BPIV3, y se utiliz6 para derivar rHPIV3-FzHNg (Figuras
8A-8C). El esqueleto de BPIV3 que lleva los genes F y HN de HPIV3, designado como pBPIV(215), codificaba 15438
nts de la secuencia viral, de los cuales los nts 4811 a 8577 venian de HPIV3, y se utiliz6 para derivar el rBPIV3-FyHNy
(Figuras 8A-8C).

Pldasmidos soporte de BPIV3 para la recuperacion de virus a partir de cDNA

Los pldsmidos soporte que codifican los genes N, P y L de BPIV3 Ka se ensamblaron en vectores pUC19 modifi-
cados y después se clonaron en el vector pTM-1 previamente descrito (Durbin et al., 1997a, cita anterior). Con el fin
de colocar los genes individuales inmediatamente hacia abajo del promotor T7 en el vector pTM, se introdujo un sitio
Ncol en el codén de iniciacién de los marcos de lectura abiertos (ORFs) de N, P y L utilizando mutagénesis dirigida al
sitio. El sitio de restriccion Ncol y un sitio de restriccidn que se presenta naturalmente hacia abajo de cada ORF (Spe
I para N, Hincll para Py Bsp LU11I para L) se utilizé para la clonacién en el pTM. Después de la clonacion, el sitio
Ncol en pTM(N) se mutagenizé volviendo a la secuencia original para restaurar la asignacion correcta de aminoacidos
en el segundo codén. En los pTM(P) y pTM(L) la secuencia de aminodcidos codificada por el ORF no se alterd por la
introduccién de los sitios Nco 1.

Transfeccion

Se cultivaron células HEp-2 (aproximadamente 1,5x10° células por pocillo de una placa de seis pocillos) hasta
90% de confluencia y se transfectaron con 0,2 ug cada una de los pldsmidos soporte de BPIV3, pTM(N) y pTM
P), y 0,1 ug de pTM(L), junto con 5 ug del cDNA antigenémico de longitud completa y 12 ul de LipofectACE
(Life Technologies, Gaithersburg, MD). Cada mezcla de transfeccién contenia también 1,5x107 unidades formadoras
de placas (PFU) de MVA-T7, como se ha descrito previamente (Durbin et al., 1997, cita anterior). Se incubaron los
cultivos a 32°C durante 12 horas antes de que el medio fuera reemplazado con MEM (Life Technologies, Gaithersburg,
MD) conteniendo suero fetal bovino al 10%. Se recogieron los sobrenadantes después de incubacién a 32°C durante
tres dias mds, y se sometieron a pases sobre monocapas de células LLC-MK2 en frascos de 25 cm? y se incubaron
durante 5 dias a 32°C. El virus presente en el sobrenadante se purificé en placa tres veces antes de la amplificacion y
caracterizacion.

Caracterizacion molecular de los recombinantes quiméricos recuperados

La presencia de los genes heterélogos F y HN en el esqueleto de PIV3 bovino o humano se confirmé en los
virus recombinantes purificados en placa mediante la RT-PCR del RNA viral aislado de las células infectadas o del
sobrenadante, que se realizé utilizando un par de cebadores que reconoce las secuencias conservadas en rBPIV3 y
rHPIV3. Esto dio fragmentos de tamafio similar (nts 4206-9035 en rBPIV3, nts 4224-9041 en rHPIV3, nts 4206-9017
en rBPIV3-FyHNy, y nts 4224-9059 en rHPIV3-FzHNg) que después fueron digeridos con EcoRI y fueron analizados
por electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Fig. 9). La secuencia de nucledtidos que flanquea los sitios de restriccion
SgrAl 'y BsIWI introducidos en cada virus se confirm6 secuenciando el producto respectivo de la RT-PCR.

Replicacion de los virus quiméricos HPIV3/BPIV3 en cultivo celular

Se determind la cinética de crecimiento multiciclo de BPIV3 Ka, rHPIV3-FzHNjg, rBPIV3-F;HNy, rHPIV3-Ng
y rHPIV3 en células LLC-MK?2 infectando las células por triplicado con una multiplicidad de infeccién (MOI) de
0,01 y recogiendo muestras a intervalos de 24 horas a lo largo de un periodo de seis dias, como se ha descrito previa-
mente (Tao et al., 1998, cita anterior). Se congelaron las muestras rapidamente y se titularon en un tnico ensayo en
monocapas de células LLC-MK?2 en placas de 96 pocillos a 32°C, como se ha descrito (Durbin et al., Virology 261:
319-330, 1999b).

Estudios en modelo de primates

Se inocularon intranasalmente e intratraquealmente monos Rhesus seronegativos para PIV3 como se determina
por el ensayo de inhibicién de la hemaglutinacién (HAI) (van Wyke Coelingh et al., 1988, cita anterior) en grupos
de 2 0 4 animales con 10° dosiss, infecciosas de cultivo de tejido (TCIDs,) por ml de BPIV3 Ka, rHPIV3-F;HNp,
rBPIV3-FyHNy, rHPIV3-Ng o rHPIV3. Se recogieron frotis nasofaringeos diariamente los dias 1 a 11 y el dia 13. Se
recogieron muestras de lavado traqueal los dias 2, 4, 6, 8, y 10 después de la infeccidn. Se congelaron rapidamente las
muestras individuales y se conservaron a -70°C hasta que todas las muestras estuvieron disponibles para titulacién. Se
titul6 el virus en las muestras sobre monocapas de células LLC-MK2 en placas de 24 y 96 pocillos como se ha descrito
previamente (Durbin et al., 1999b, cita anterior). Los sueros recogidos de los monos los dias 0 y 28 fueron analizados
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por el ensayo HAI utilizando HPIV3 JS y BPIV3 Ka como antigenos, como se ha descrito previamente (van Wyke
Coelingh et al., 1988, cita anterior). El dia 28 después de la inoculacién, se enfrentaron los monos intranasalmente e
intratraquealmente con 10° TCIDs, por sitio de HPIV3 JS. Se recogieron muestras de frotis nasofaringeo los dias 3, 4,
5,6, 7y 8,y muestras de lavado traqueal los dias 4, 6 y 8 después del enfrentamiento. Se titularon las muestras en un
tnico ensayo como se ha descrito antes. Se recogio el suero el dia 28 después del enfrentamiento.

Recuperacion de rBPIV3 y los virus quiméricos BPIV3/HPIV3 (rHPIV3-FgHNy y rBPIV3-FyHNy) a partir de cDNA

Se construyé un cDNA antigenémico completo de BPIV3, denominado pBPIV(184), para codificar la secuencia
de consenso de BPIV3 Ka. Este cDNA antigendmico de BPIV3 se modificé después mediante la introduccion de sitios
unicos SgrAl y BsIWI en la regién no codificadora hacia abajo de los genes M y HN, respectivamente (Fig. 8C). Se
introdujeron los mismos sitios de restriccion en la region no codificadora hacia abajo de los genes M y HN de un cDNA
antigenémico completo de HPIV3 descrito previamente, p3/7(131)2G (Durbin et al., 1997a, cita anterior). Los genes
de las glucoproteinas F y HN de HPIV3 y BPIV3 fueron intercambiados mediante el cambio de este fragmento de
restriccion SgrAI-BsIWI. Se anticipd que un intercambio directo de genes completos seria bien tolerado debido al alto
nivel de conservacién de la secuencia entre las sefiales que actiian en cis de BPIV3 y HPIV3. El cDNA antigenémico
de HPIV3 que lleva los genes F y HN de BPIV3 fue denominado pHPIV(215), y el cDNA antigenémico de BPIV3
que lleva los genes F y HN de HPIV3 fue denominado pBPIV(215).

Los cDNA antigenémicos pBPIV(184), pHPIV(215), pBPIV(215) y p3/7(131)2G fueron transfectados por sepa-
rado a células HEp-2 junto con los tres plasmidos soporte de BPIV3 pTM(N), pTM(P) y pTM(L), y las células fueron
infectadas simultineamente con MVA recombinante que expresa la T7 RNA polimerasa. Para confirmar que los virus
recuperados eran ciertamente los virus esperados rBPIV3, rtHPIV3-FyHNg, rBPIV3-FyHNy y rHPIV3, se analiz6 el
RNA intracelular o el RNA procedente del sobrenadante de cada virus clonado, por la RT-PCR utilizando un par de
cebadores que reconocia las secuencias idénticas en HPIV3 JS y BPIV3 Ka. El par cebador amplificé un fragmento de
4,8 kb de DNA correspondiente al extremo hacia abajo del gen M, de los genes F y HN, y el extremo hacia arriba del
gen L (nts 4206-9035 en rBPIV3, nts 4224-9041 en rHPIV3, nts 4206-9017 en rBPIV3-F;HNy, y nts 4224-9059 en
rHPIV3-F3;HNg). La generacién de cada producto de la PCR fue dependiente de la inclusién de transcriptasa reversa,
indicando que cada uno era derivado del RNA viral y no del cDNA contaminante (no se muestran datos). Los produc-
tos de la PCR fueron digeridos entonces con EcoRlI, lo que se podria predecir que daria un modelo de digestién por la
enzima de restriccién tnico, diferente, para cada uno de los cuatro virus (Fig. 9). En cada caso, se observé el modelo
previsto, confirmando la identidad del esqueleto y de los genes F y HN insertados. Ademds, se realiz6 la secuenciacién
de nucledtidos sobre los productos de la RT-PCR para confirmar la presencia de los sitios de restriccion introducidos
y de las secuencias flanqueantes.

El efecto citopatico (CPE) causado por rBPIV3-FyHNy en las células LLC-MK2 fue indistinguible del de HPIV3
JS (células condensadas, redondeadas y pequefios sincitios) pero diferente de BPIV3 (sincitios multicelulares grandes),
mientras que el CPE causado por rHPIV3-FzHNj; fue idéntico al causado por BPIV3. Esto indica que la citopatologia
de los PIV quiméricos se mantenia aparte junto con el origen parental de los genes F y HN.

Los virus quiméricos BPIV3/HPIV3 se replican eficientemente en cultivo celular

La cinética de crecimiento de rHPIV3-FzHNg y rBPIV3-F;HNy se comparé con la de sus virus parentales infec-
tando monocapas de LLC-MK2 a una MOI de 0,01 y monitorizando la produccién de virus infeccioso. La cinética
y la magnitud de replicacién de los dos virus quiméricos fueron comparables a las de sus virus parentales HPIV3 o
BPIV3 (Fig. 10). Esto sugiere que las glucoproteinas de BPIV3 y HPIV3 eran compatibles con las proteinas internas
heter6logas de PIV3. Esta es una importante propiedad porque haré posible preparar eficientemente virus para vacuna.

Los genes F 'y HN de los virus quiméricos BPIV3/HPIV3 son determinantes de la restriccion de la replicacion por el
rango de hospedadores de BPIV3 Ka en el tracto respiratorio de monos Rhesus

Se evaluaron rHPIV3-FzHN; y rBPIV3-FyHNy en cuanto a su capacidad para replicarse en el tracto respiratorio
superior e inferior de los monos rhesus. En particular, se demostraron los efectos de la introduccién de los genes F
y HN de BPIV3 en el HPIV3 sobre la atenuacién de la replicacién en monos rhesus, como se ha descrito antes para
la proteina N de BPIV3 (véase también, Bailly et al., 2000, cita anterior). Ademds, se determinaron los efectos de
la introduccién de los genes F y HN de HPIV3 en el BPIV3 sobre la replicacién en monos rhesus. Si las mutaciones
atenuantes predominantes de BPIV3 estuvieran en otros genes distintos de F y HN, se podria esperar entonces un
pequeiio efecto global del intercambio de glucoproteinas de HPIV3-BPIV3 sobre la replicaciéon de BPIV3 en los
monos rhesus.

Se administr6 cada virus quimérico intranasalmente e intratraquealmente a monos rhesus en una dosis de 10°
TCIDs, por sitio. EI nivel de replicacion de los virus quiméricos se compard con el de los virus parentales rHPIV3
y BPIV3 y con el de rHPIV3-N; (Tabla 3). Puesto que el virus parental rHPIV3 se replic6 a un nivel de bajo a
moderado en el tracto respiratorio inferior, s6lo se podrian hacer comparaciones significativas entre grupos para la
replicacién en el tracto respiratorio superior. El nivel de replicacién de rHPIV3F;HNj fue similar al de su BPIV3
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parental y sustancialmente inferior al de su HPIV3 parental (Tabla 3; Figura 11, panel A). Esto demostr6 que los genes
de las glucoproteinas de BPIV3 contenian uno o mds determinantes mayores del fenotipo de atenuacién del rango de
hospedadores de BPIV3 para los monos rhesus. La magnitud y modelo de replicacién de rtHPIV3-FyHNg y rHPIV3-
N; fueron muy similares, indicando que cada uno de los dos elementos genéticos bovinos, especialmente el gen N
frente a los genes F y HN, atenian el HPIV3 en una medida similar.

TABLA 3

Los genes de las glucoproteinas F 'y HN de BPIV3 contribuyen a su replicacion restringida en el tracto respiratorio
de monos rhesus

Virus Numero de Media de picos del titulo del virus® Titulo de anticuerpos Titulo de anti-
inmunizante' animales? (logio TCIDso/mi £ S.E ) HAI séricos (media cuerpos HAI
{Grupo Duncan] recip. log2+ S.E.) para séricos (media

. HPIV3 el dia 28 recip. log,+ S.E.)

Frotis NP® Lavado traqueal® para BP?\Z3 el dia

28

HPIV3 6 471054 [A] 2,41 037 [A] 9,51 0,72 [A] 6.8t 1,03 [B]
BPIV3-FyHNy 4 3,1+0,58(B] 1,6 £0,05 [A) 6,8 £ 0,63 [BC] 3,810,63[C]
rHPIV3-Ng 6 3,0 £ 0,60 [B] 1,410,189 [A] 8,2+ 0,48 [AB) 6.5 £ 0,62 [B)
rHPIV3-FgHNg 4 2,9+0,28 [B] 2,0 £ 0,24 [A) 4510,29 (D] 9,5+ 0,65[A]
BPIV3 Ka 6 2,6 £ 0,26 (B) 1,6+ 0,10 [A] 5,510,62[CD] 9,2+ 0,60 [A)

' Los monos fueron inoculados intranasalmente e intratraquealmente con 10° TCIDs, de virus en un indculo de 1 ml en
cada sitio.
ZLos grupos con 6 animales contenian 4 animales cada uno procedentes de un previo estudio en rhesus (Bailly et al.,
2000, cita anterior).
*Media de los picos del titulo de virus de cada animal en su grupo independientemente del dia de muestreo. S.E. =
error estandar.
*Las titulaciones de virus se realizaron en células LLC-MK2 a 32 °C. El limite de detectabilidad del titulo de virus fue 10
TCIDse /ml. Las medias de los titulos virales se compararon utilizando un test de rango multiple de Duncan (a = 0,05).
Dentro de cada columna, las medias de los titulos con diferentes letras son estadisticamente diferentes. Los titulos
indicados con dos letras no son significativamente diferentes de los indicados con cuaiquiera de las letras.

Las muestras de frotis nasofaringeo se recogieron los dias 1 a 11 y el dia 13.
® Las muestras de lavado traqueal se recogieron los dias 2, 4, 6, 8 y 10 post-infeccién.
7 Los titulos el dia 0 fueron <2,0. E| dia 28 fue e! dia de enfrentamiento con HPIV3 natural.
**Dos de los animales en el grupo fHPIV3 fueron infectados con rHPIV3s, conteniendo el virus dos sitios de reconoci-
miento de la enzima de restriccion para el intercambio de glucoproteina.

El virus quimérico rBPIV3-F;HNy se replicé significativamente menos que el rHPIV3 (Tabla 3), y se agrupé con
BPIV3 en un test de rango multiple de Duncan. Sin embargo, la inspeccién de su modelo de replicacién en la Figura
11B sugiri6 que el rBPIV3-F,;HNy, se replicaba a un nivel intermedio entre los de sus HPIV3 y BPIV3 parentales. La
interpretacién de que rBPIV3-FyHNy se replica a un nivel intermedio entre los de sus parentales es apoyada por el
test de Friedman de consistencia de rangos (Sprent, P., “A Generalization Of The Sign Test,” Applied Nonparametric
Statistical Method, pp. 123-126, Chapman and Hall, London, 1989), que indicé que los titulos medios de HPIV3,
rBPIV3-FyHNy y BPIV3 entre el dia 3 y el dia 8 después de la infeccion son significativamente diferentes (d.f.
2,8; p<0,05). La observacion de que la introduccién de las proteinas F y HN de HPIV3 produjo un aumento en la
replicacién de BPIV3 en monos rhesus indica (i) que F y HN contienen uno o més determinantes de restriccion del
rango de hospedadores y (ii) que uno o mds elementos genéticos de BPIV3 que estdn fuera de los genes F y HN, por
ejemplo la proteina N, atentian el virus para los monos rhesus. Esto confirma que la base genética para la restriccién
del rango de hospedadores puede implicar multiples genes.

El BPIV3 quimérico que lleva genes de las glucoproteinas de HPIV3 induce el anticuerpo sérico HAI frente a HPIV3
y un alto nivel de resistencia al enfrentamiento con HPIV3 natural (wt)

El rBPIV3-F,;HNy, tiene importantes caracteristicas que le convierten en un candidato para vacuna de virus vivos
atenuados frente a HPIV3, que incluyen los genes atenuantes de BPIV3 y la especificidad antigénica de HPIV3, esto
es las glucoproteinas F y HN, que son los antigenos protectores mayores. Por tanto, fueron documentadas su inmuno-
genicidad y su eficacia protectora frente al enfrentamiento con HPIV3. Se inmunizaron monos Rhesus por infeccién
con BPIV3 Ka, rHPIV3-FzHNjg, rBPIV3-FyHNy, rHPIV3-Ng, o rHPIV3. Se enfrentaron 28 dias mas tarde con virus
HPIV3 JS natural. Se tomaron muestras de suero antes de la infeccién inicial el dia O y antes del enfrentamiento. El
BPIV3 y el rHPIV3-FzHNy indujeron anticuerpos HAI séricos que reaccionaron mas eficazmente con BPIV3 que
con HPIV3, mientras que fue el caso contrario para el HPIV3 y el rBPIV3-F;HNy. Asi, el origen de los genes de las
glucoproteinas en cada virus determiné si la respuesta del anticuerpo HAI estaba dirigida predominantemente frente a
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HPIV3 o frente a BPIV3. La replicacién del virus de enfrentamiento HPIV3 se redujo significativamente en el tracto
respiratorio superior e inferior de los monos inmunizados previamente (Tabla 4). Aunque el nivel de eficacia protectora
frente a HPIV3 no fue significativamente diferente entre los diferentes virus, los virus que llevan F y HN de HPIV3
fueron consistentemente mas protectores en el tracto respiratorio superior que los virus que llevan F y HN de BPIV3.
Esto esta de acuerdo con el mds alto nivel de anticuerpos HAI séricos especificos de HPIV3 inducidos por los virus
que llevan F y HN de HPIV3.

TABLA 4

La inmunizacion de monos rhesus con virus BPIV3/HPIV3 quimérico recombinante induce la resistencia para el
enfrentamiento con HPIV3 natural

Virus inmuni- Nimero de Media de picos del titulo del virus® Titulo de anticuer-  Titulo de anticuer-
zante' animales’ (log1o TCIDsy/mi £ S.E.) pos HAI séricos pos HAI séricos
[Grupo Duncan) ¢ {media recip. log2+  (media recip. loga
) , , SE)paraHPIV3el S.E)paraBPIV3
1 Frotis nasofarin-  Lavado traqueal dia del enfrenta- 28 dias después
geo miento del enfrentamiento
ninguno 4 4,51 0,33 [A] 45+ 0,191]A) <2 12,0 £ 0,58 [A]
HPIV3 6 23+0,14[B] 1,2+ 0,20 (B] 9,5+ 0,72 [A) 11,7 20,21 (A)
rBPIV3-FHNy 4 2,5+0,25(B] 1,0 £ 0,48(8B] 6.8 £ 0,63 [BC] 10,5+ 0,29 {AB)
rHPIV3-Ng 6 2.31041(B] 1,4 £ 0,08 [B] 8,2+ 048 [AB] 11,5+ 0,22 [A}
rHPIV3-FgHNs 4 3.010.14[B) 1.0+0.0(8B) 4,5+0,29 (D} 9,5+ 0,87 (B}
BPIV3 Ka 6 2,9+0,26[B] 1,3+0,20[B 5,51 0,62 [CD] 9,3+0,76 [B]

'Cada mono previamente inmunizado y los controles no inmunizados se enfrentaron con 10° TCiDso de HPIV3 JS en un

indculo de 1 ml en cada sitio 28 dias después de la inmunizacién.

!Los grupos con 6 animales contenian 4 animales cada uno procedentes de un previo estudio en rhesus (Bailly et a/,
2000, cita anterior).

¥Media de los picos del titulo de virus de cada animal en su grupo independientemente del dia de muestreo.

L as titulaciones de virus se realizaron en células LLC-MK2. El limite de detectabilidad del titulo de virus fue 10 TCIDso
Iml. Las medias de los titulos virales se compararon utilizando un test de rango multiple de Duncan (a = 0,05). Dentro
de cada columna, las medias de los titulos con diferentes letras son estadisticamente diferentes. Los titulos indicados
con dos letras no son significativamente diferentes de los indicados con cualquiera de las letras. £ grupo de animales
inmunizados no fue incluido en el analisis de Duncan el dia del enfrentamiento

® Las muestras de frotis nasofaringeo se recogieron los dias 3 a 8 después del enfrentamiento.

®{as muestras de lavado traqueal se recogieron ios dias 4, 6, y 8 después del enfrentamiento.

**Dos animales en el grupo rHPIV3 fueron infectados con rHPIV3s.

Basandose en los ejemplos mencionados, la invencién proporciona la importacién de genes de BPIV al esqueleto de
un HPIV virulento para dar nuevos PIV quiméricos humano-bovinos, candidatos para vacuna. En los recombinantes
quiméricos descritos en el presente ejemplo, el rHPIV3-FzHNjy se replicé in vitro asi como los respectivos virus
parentales. Se confirmé también que el intercambio de F y HN entre el BPIV3 y el HPIV3 es compatible dado que
las proteinas F y HN de HPIV1 considerablemente mds divergentes eran altamente funcionales en un fondo de HPIV3
(Tao et al., J. Virol. 72: 2955-2961, 1998), lo que se puso de manifiesto por la capacidad no disminuida de los virus
quiméricos para la replicacién in vitro. E1 rBPIV3-FyHNy se replicé en el tracto respiratorio superior de los monos
rhesus hasta un nivel intermedio entre los de sus HPIV3 y BPIV3 parentales indicando que los genes F y HN de
BPIV3 contribuyen de manera independiente a la atenuacién global de BPIV3 para los primates. La atenuacién global
de virus BPIV3 es por tanto la suma de dos o mds elementos genéticos, uno de los cuales es el conjunto de los genes
F y HN y uno de los otros se demuestra que es N.

Aunque el propio BPIV3 estd siendo evaluado como un virus vacunal frente a HPIV3 (Karron et al., Pediatr.
Infect. Dis. J. 15: 650-654, 1996; y Karron et al., J. Infect. Dis. 171: 1107-1114, 1995), esta solamente relacionado
antigénicamente en un 25% con el HPIV3 (Coelingh et al., J. Infect. Dis. 157: 655-662, 1988). Asi, la inmunogenicidad
de BPIV3 frente a HPIV3 se mejorard si se modifica para expresar los antigenos protectores F y HN de HPIV3. El
rBPIV3-FyHNy representa un virus de este tipo, y, en el presente ejemplo, la inmunizacién de monos rhesus con
rBPIV3-FyHNy indujo un nivel mds alto de anticuerpos frente a HPIV3 que la inmunizacién con BPIV3. Ademas, el
rBPIV3-FyHNy confirié un nivel de proteccién frente a la replicacién en el enfrentamiento con HPIV3 en el tracto
respiratorio superior e inferior que fue estadisticamente indistinguible de la proteccién conferida por una infeccién
previa con rHPIV3. Similarmente, el rHPIV3-Nj, que estd atenuado por la proteina N de BPIV3 pero tiene antigenos
protectores de HPIV3, indujo también un alto nivel de resistencia al enfrentamiento con HPIV3. A pesar de replicarse
a niveles similares en los monos rhesus, el rHPIV3-N; indujo niveles mds altos de anticuerpos frente a HPIV3 que el
rBPIV3-FyHNy,.
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El rBPIV3-FyHNj se replica a niveles mds altos en los monos rhesus que el BPIV3, aunque esté significativamente
atenuado en comparacion con el HPIV3. Puesto que el nivel de replicacién de BPIV3 en los seres humanos es bajo
(Karron et al., J. Infect. Dis. 171: 1107-1114, 1995), se espera que este aumento sea bien tolerado entre los vacuna-
dos. Alternativamente, se describen aqui métodos adicionales para atenuar los virus quiméricos humano-bovinos para
asegurar que los virus de la vacuna replicados s6lo hasta niveles moderados, por ejemplo en lactantes humanos, para
prevenir enfermedades del tracto respiratorio inaceptables entre los vacunados.

El ligero aumento en la replicaciéon de rBPIV3-FyHNy en los primates ofrece una oportunidad para utilizar el
rBPIV3-FyHNy como un vector para antigenos virales heter6logos tales como las glucoproteinas de otros PIVs (por
ejemplo, HPIV1 y HPIV2), las glucoproteinas F y G de RSV, y la glucoproteina HA del sarampi6n, que pueden ser
incorporadas como genes o segmentos gendmicos afiadidos o sustituidos en el HPIV3 atenuado candidato para la vacu-
na. En diferentes ejemplos descritos aqui, el ligero aumento en la replicacién de rBPIV3-FyHNy en los monos sobre el
de BPIV3 puede ser compensado por la adicién de antigenos virales protectores extrafios, por ejemplo, glucoproteinas
de RSV, cuya adicién proporciona un nivel seleccionado de atenuacién. Los datos presentados aqui definen ademads la
base para la restriccion del rango de hospedadores de BPIV3 para los primates e identifican el rBPIV3-FyHNy como
un candidato potencial para la vacuna frente a HPIV3 y como un vector para antigenos virales heterélogos.

Informacion sobre el depdsito de microorganismos
Los siguientes materiales han sido depositados ante la American Type Culture Collection, 10801 University Bou-

levard, Manassas, Virginia 20110-2209, cumpliendo las condiciones del Tratado de Budapest, y han sido designados
como sigue:

Plasmido N° de acceso Fecha de depésito
p3/7(131) (ATCC 97990) 18 abril, 1997
p3/7(131)2G (ATCC 97989) 18 abril, 1997
P218(131) (ATCC 97991) 18 abril, 1997
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de polinucleétido aislada que comprende un genoma o antigenoma del virus paragripal (PIV)
quimérico, que incluye un genoma o antigenoma de fondo de PIV parcial o completo de un PIV humano combinado
con uno o0 més genes o segmentos gendémicos heterélogos de uno o méas PIV diferentes, para formar un genoma o an-
tigenoma de PIV quimérico humano-bovino, en el que al menos uno de los genes o segmentos gendmicos heterélogos
codifica una proteina mayor de la nucleocédpsida (N) de PIV bovino.

2. Un virus paragripal quimérico humano-bovino infeccioso (PIV), que comprende una proteina mayor de la nu-
cleocdpsida (N), una fosfoproteina de la nucleocdpsida (P), una proteina polimerasa de gran dimensién (L) y un
genoma o antigenoma quimérico humano-bovino codificado por el polinucleétido de la reivindicacién 1.

3. Un PIV quimérico segun la reivindicacién 2, que comprende ademds uno o mds genes o segmentos genémicos
heterdlogos adicionales que codifican una o més proteinas P, C, D, V, M, F, HN y/o L de PIV o fragmentos de las
mismas.

4. Un PIV quimérico segtin cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3, en el que dichos uno o mas genes o segmentos
gendmicos heterélogos incluyen un marco de lectura abierto completo (ORF) de una o mds proteinas P, C, D, V, M, F,
HN y/o L de PIV.

5. Un PIV quimérico seguin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que dichos uno o mds genes o segmentos
genémicos heter6logos incluyen un elemento regulador heterélogo que comprende una region extragénica de cabeza
3’ o de cola 5°, una sefial de partida del gen, una sefial de final del gen, un sitio de edicién de RNA, una sefial de
encapsidacién, una regién intergénica o una regién no codificadoraen 3’ 0 5’.

6. Un PIV quimérico seglin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en el que un gen o segmento genémico
heterdlogo, o bien sustituye a un gen o segmento gendmico homdélogo en un genoma o antigenoma de fondo de PIV
parcial o completo;

se aflade de forma adyacente a una regién o dentro de una regién no codificadora del genoma o antigenoma de
fondo de PIV parcial o completo;

se afiade o sustituye en una posicion correspondiente a una posiciéon de orden del gen natural, de un gen o segmento
genémico homoélogo dentro del genoma o antigenoma de fondo de PIV parcial o completo; o bien

se afiade o sustituye en una posicion que estd mas préxima al promotor o mas distante del promotor en comparacién
con una posicién de orden del gen natural, de un gen o segmento genémico homdélogo dentro del genoma o antigenoma
de fondo de PIV parcial o completo.

7. Un PIV quimérico segin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que dicho genoma o antigenoma quimé-
rico codifica una glucoproteina quimérica.

8. Un PIV quimérico segun la reivindicacion 2, en el que el genoma o antigenoma de PIV quimérico humano-
bovino codifica una glucoproteina quimérica que tiene un ectodominio de glucoproteina de HPIV, un determinante
antigénico o un epitopo inmundgeno.

9. Un PIV quimérico segtn la reivindicacidn 8, en el que el segmento genémico heterélogo codifica un ectodominio
de glucoproteina.

10. Un PIV quimérico segtn cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, en el que el genoma o antigenoma quimérico
se modifica ademds por adicién o sustitucién de uno o mds genes o segmentos gendémicos heterélogos adicionales
procedentes de un PIV humano dentro del genoma o antigenoma quimérico, para aumentar la estabilidad genética o
alterar la atenuacion, la reactogenicidad o el crecimiento en el cultivo del virus quimérico.

11. Un PIV quimérico segtin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, en el que el genoma o antigenoma quimérico
se modifica ademads por introduccién de una o mas mutaciones atenuantes identificadas en un PIV mutante de origen
biolégico u otro virus mutante no segmentado, con RNA de cadena negativa.

12. Un PIV quimérico segun la reivindicacién 11, en el que las mutaciones atenuantes, una o mds, se estabilizan
mediante cambios miltiples de nucleétidos en un codén que especifica la mutacién.

13. Un PIV quimérico segun la reivindicacién 11, en el que el genoma o antigenoma incorpora al menos una y hasta
un complemento entero de mutaciones atenuantes que especifican una sustitucién de aminoédcido en la proteina L en
una posicién correspondiente a Tyr 942, Leu 992, o Thr 1558 de JS; en la proteina N en una posicién correspondiente a
los residuos Val 96 o Ser 389 de JS; en la proteina C, en una posicién correspondiente a Ile 96 de JS; en la proteina M,
en una posicion correspondiente a Pro 199 de JS; en la proteina F, en una posicién correspondiente a los residuos Ile
420 o Ala 450 de JS; en la proteina HN, en una posicion correspondiente al residuo Val 384 de JS; una sustitucién de
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nucledétido en una secuencia lider en 3’ del virus quimérico en una posicién correspondiente al nucleétido 23, 24, 28, o
45 de JS cp45; y/o una mutacién en una secuencia de partida del gen N en una posicién correspondiente al nucledtido
62 de JS cp45.

14. Un PIV quimérico segtin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que una mutacién atenuante adicional
altera uno o més de los genes N, P, C, D, V, M, F, HN y/o L de PIV y/o una regién de cabeza en 3’, de cola en 5°, un
sitio de edicién de RNA, una sefal de encapsidacion y/o una regién intergénica.

15. Un PIV quimérico segtn la reivindicacién 14, en el que uno o mds genes del genoma o antigenoma quimérico
se delecionan en su totalidad o en parte o la expresidn de los genes se reduce o se elimina por una mutacién en un
sitio de edicion de RNA, por una mutacién por desplazamiento del marco de lectura, por una mutacién que altera un
aminodcido especificado por un codén de iniciacion, o por introduccién de uno o mas codones de terminacién en un
marco de lectura abierto (ORF) del gen.

16. Un PIV quimérico segiin la reivindicacién 15, en el que se introduce una modificacién en el genoma o anti-
genoma quimérico que comprende una delecién parcial o completa de uno o mas ORF de C, D y/o V o uno o mas
cambios de nucleédtidos, que reduce o elimina la expresién de dichos uno o mds ORF de C, D y/o V.

17. Un PIV quimérico segtin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 18, en el que el genoma o antigenoma quimérico
se modifica para codificar una molécula no PIV seleccionada entre una citocina, un epitopo ayudador de los linfocitos
T, un marcador de sitio de restriccion, o una proteina de un patégeno microbiano capaz de provocar una respuesta
inmunitaria protectora en un mamifero hospedador.

18. Un PIV quimérico segun la reivindicacion 2, en el que el genoma o antigenoma quimérico comprende ademas
uno o mas genes o segmentos genémicos heter6logos que codifican uno o mds determinantes antigénicos de uno o
mads patégenos heterélogos no PIV.

19. Un PIV quimérico segtn la reivindicacion 2, en el que el genoma o antigenoma de fondo es un genoma o anti-
genoma de HPIV3 parcial o completo y los genes o segmentos gendmicos heterélogos que codifican los determinantes
antigénicos son de uno o mas HPIVs heter6logos.

20. Un PIV quimérico segtin la reivindicacion 18, en el que el patégeno heterélogo se selecciona entre el virus del
sarampion, los virus sincitiales respiratorios subgrupo A y subgrupo B, el virus de la parotiditis, los virus del papiloma
humano, los virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 y tipo 2, los virus del herpes simple, el citomegalovirus, el
virus de la rabia, el virus de Epstein Barr, los filovirus, los buniavirus, los flavivirus, los alfavirus y los virus de la

gripe.

21. Un PIV quimérico segun la reivindicacién 19, en el que uno o més determinantes antigénicos se seleccionan de
los genes o segmentos gendémicos de HPIV1 o HPIV2 que codifican una o mas glucoproteinas HN y/o F o dominios
antigénicos, fragmentos o epitopos de las mismas y se afiaden o se incorporan dentro del genoma o antigenoma de
fondo de HPIV3 parcial o completo.

22. Un PIV quimérico segiin cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, en el que ambos genes de HPIV1 que
codifican las glucoproteinas HN y F, sustituyen a los genes homélogos HN y F de HPIV3 en un genoma o antigenoma
de fondo de HPIV3 para formar un genoma o antigenoma de HPIV3-1 quimérico que se modifica después por adicién
o incorporacién de uno o mds genes o segmentos gendmicos que codifican uno o mds determinantes antigénicos de
HPIV2.

23. Un PIV quimérico segun la reivindicacion 22, en el que se aflade al genoma o antigenoma quimérico una
unidad de transcripcién que comprende un marco de lectura abierto (ORF) de un gen HN o F de HPIV2.

24. Un PIV quimérico segun la reivindicacion 20, en el que dichos uno o més determinantes antigénicos heterélogos
se seleccionan entre las proteinas HA y F del virus del sarampidn, las proteinas F, G, SH y M2 del virus sincitial
respiratorio subgrupo A o subgrupo B, las proteinas HN y F del virus de la parotiditis, la proteina L1 del virus del
papiloma humano, la proteina gp160 del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 o tipo 2, las proteinas gB, gD,
gE, gG, gH, ¢l, gJ, gK, gL, y gM del virus del herpes simple y citomegalovirus, la proteina G del virus de la rabia, la
proteina gp350 del virus de Epstein Barr, la proteina G de filovirus, la proteina G de buniavirus, las proteinas E y NS1
de flavivirus y la proteina E de alfavirus, y los dominios antigénicos, fragmentos y epitopos de las mismas.

25. Un PIV quimérico segiin la reivindicacién 24, en el que el patégeno heterélogo es el virus del sarampién,
y el determinante o determinantes antigénicos heter6logos se seleccionan entre las proteinas HA y F del virus del
sarampion, y los dominios antigénicos, fragmentos y epitopos de las mismas.

26. Un PIV quimérico segun la reivindicacién 25, en el que una unidad de transcripcién que comprende un marco

de lectura abierto (ORF) de un gen HA del virus del sarampidn, se afiade a un genoma o antigenoma quimérico que
comprende un genoma o antigenoma de fondo de HPIV3.
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27. Un PIV quimérico segtn la reivindicacién 26, que incorpora un gen o segmento gendmico procedente del virus
sincitial respiratorio (RSV).

28. Un PIV quimérico segtn la reivindicacion 27, en el que el gen o segmento genémico procedente del RSV
codifica una glucoproteina F y/o G de RSV o dominios inmunégenos o epitopos de la misma.

29. Un PIV quimérico segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 28, que es un virus o una particula subviral.

30. Un PIV quimérico segtn una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 29, en el que uno o mas genes de las
glucoproteinas HN y/o F de HPIV estan sustituidos por sus genes homdlogos de las glucoproteinas HN y/o F de BPIV
en el genoma o antigenoma quimérico.

31. Una composicién inmundgena para provocar una respuesta inmunitaria frente a PIV que comprende una canti-
dad inmunogénicamente suficiente del PIV quimérico segin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 30, en un vehiculo
fisiolégicamente aceptable.

32. Una composicién inmunégena segiin la reivindicacién 31, formulada en una dosis de 10* a 10" PFU.

33. Una composicion inmundgena segiin cualquiera de las reivindicaciones 31 o 32, formulada para administracién
al tracto respiratorio superior por pulverizacion, gotitas o aerosol.

34. Una composicién inmundgena segin cualquiera de las reivindicaciones 31 a 33, en la que el PIV quimérico
provoca una respuesta inmunitaria frente a uno o mds virus seleccionados entre HPIV1, HPIV2 y HPIV3.

35. Una composicién inmundgena segtin la reivindicacién 34, en la que el PIV quimérico provoca una respuesta
inmunitaria frente a HPIV3 y otro virus seleccionado entre HPIV1 y HPIV2.

36. Una molécula de polinucleétido aislada que comprende un polinucleétido que codifica un genoma o antigeno-
ma de un PIV quimérico segtn cualquiera de las reivindicaciones 2 a 30.

37. Un método para producir una particula de PIV quimérica atenuada infecciosa a partir de una o mas moléculas
de polinucledtido aisladas que codifican dicho PIV, que comprende:

la expresion en un lisado celular o libre de células de un vector de expresion que comprende un polinucle6tido
aislado segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 o 36 y las proteinas N, P, y L de PIV.

38. Un método segtin la reivindicacion 37, en el que el genoma o antigenoma de PIV quimérico y las proteinas N,
P, y L son expresados por dos o mds vectores de expresion diferentes.

39. Un vector de expresién que comprende un promotor de transcripcion ligado de forma funcional, una secuencia
de polinucledtidos segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 36 y un terminador de transcripcion.
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Figura 1. Clonacion de la regién codificadora (N) de las cepas Ka o SF de
BPIV3, en el contexto de HPIV3
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Figura 2. Clonacion de la region codificadora (N) de BPIV3, en el cDNA
antigenomico de HPIV3
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Figura 3. Secuencias de nucledtidos de HPIV3, BPIV3 y virus quiméricos

alrededor de los codones de iniciacion (A) y de terminacion (B) del gen N
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Figura 4. Confirmacion de la identidad de quimeras potenciales de HP1V3/

BPIV3 mediante digestion con Tagl

- -

A = [N T P TM T F T HN] L )
]

ke [ [E0E Tm |
or (oM P | m ] F | BN L

h)
mn
s o
<
-

Ka
SF
T; !
B * aq! & Taq
< 1393 s »§ <260 0 —> ] €—2%6 00>
rJS
1 1393 1662 1898
Taql Taq! Taql Taa! Tagl
cKa
Taq! Taqi Taql Tsqd |
L * Jene
“30 <—— 443dp — > (134 vo > 951 o0 <---238 b~ >
cSF
1 130 575 708 1662 1898
Taq! Tagt Taql Taq! «
<“1300p PP 4—— 445 pp ~——-> § €134 pp> J¢—308 <« Mdve >
Ka
1 130 575 709 1398
Taql Taq! Tag!
L *
< 1300p P «—— 445 hp —> [ €134 pp?> 1189 bp —
SF
1 130 575 709 1898
= [
] ©
h-] h-]
C E 2
= =
=3 a
a o w
1= [72] S o n w
e 3 ¥ ¢ e 2 % &
e
s0ome T 1393 %8 139300
1189 b
B eseno 93 bp
600 bp 648 bp
445 o 445 bp
X8 200 o
TR ok
1]
130, 134 bp

130, 134 bp

51



ES 2312347 T3

Figura 5. Curvas de crecimiento multiciclo en células MDBK (A) o en células
LLC-MK2 (B)
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ACCAAACAAG
AACTTAGGAT
GACTGTAATC
AGAACATAAC
ACTGTGTCTA
AATGACATTG
AGCATGCGCA
GCCAACCCAG
ATATGTTATC
GGTTTGTCGT
ATGTTCGGGA
TAGAAGCACT
CGTIGTCTTGG
ATAACCAGTA
ATTTCGACAA
CAGTAGAACA
CTCATGGTTG
AACAATAGAA
GTCTTGCTTC
GCAGCTCTAA
ACTGATCGAG
TTTTGAGAGA
CTCTGGAGTT
ACAGTATGTA
GTCAAGCAGT
GATGAACTGG
GAAGAARCATC
CAGCCATAGA
GGAGATCAGG
ATGGGCAGAC
TTGACAGCAT
AGACTCAACG
AAACAACACA
GCAACTAGTC
ACTTAGGATT
GAATCCAACC
AARCAATCAA
CTGACATCTC
TCCCAAGAGA
ACTTAGCACG
AGGAAAATAG
GAACGTGCCA
CGGAGGATAT
TCACTCGARG
ATCCAGGARG
TACTAAGAGG
GAAGTGATGC

AGAAGAGACT
TAAAGAACTT
ATGTTGAGTC
GAAATCAGCT
TATTTGCTCT
GCTCTTCTCT
AAGAGCTGGA
AATTATATTT
TACATGATAG
CAAGACTAGA
GTGATCTTGA
TCTACAATCG
AGCCCTTATA
TATCAGGATT
GATGGAACAG
AATTGGATCA
AAACACTGAT
ARGAATATAC
ATTTTTCAAC
CTCTGTCTAC
TTATATCTAT
TCCCGTGCAT
ATGCGATGGG
ACAGGAAGGT
GGCACGTGAT
GGGTCACACA
AGCAGTTCAG
AATGGCGATA
ATCAAGGAGA
GAARCCGGGA
CAAARCTGAA
AGARAAGGAA

TCARACTG
ACAAAGAGAT
AATGGAAATT
ACAACTCAAT
ATCATGGATT
ATCGGCCCTC
ACACGGCAGA
ACAATCTACC
TGGACCAGCT
CAGAGACAAA
AGGAGAGGAaA
AATCTCCAGA
ATATTGATTA
GAAATGCGAC
CATTCCTCCA
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TGCTTGGGAA
TACCGAAAGG
TATTCGACAC
GGTGGGGCTG
TGGACCATCA
TTTTGTCTCA
TTTTTAGTIT
AACATCAAAT
AGAAAGACCC
GAGATGGTTT
GTATGATCAA
AGGATCTTGT
ATCCAAGTTT
GAGGAAAGGA
TTAAATCCAG
ATTATGAGGT
AACAATGAAC
AGATTGTAGG
ACAATCAGAT
CCTTAGACCG
CAARAGGGGCC
GGTGAGTTTG
TGTAGCAGTT
CTTATCTGGA
GCCGAGTCGC
AGAAGCCAAG
ATACAACCTT
GATGAAGAAG
TGAGCCTCGG
ATGACAATICA
CRAAAGARAACA
ACAGAGTGAC
AAATAGATGA
GACCACTATC
ATCCAATCCA
CAACCAAAGA
CTTGGGARGA
GACATCATTG
CAGCAATGAA
AACCTGAATC
AACAAAAATC
AGATAGAAAT
GCAGCCCAGA
AGCAGCCCAG
CAATGAAGTT
AATTTAAAGA
ACAAAACAAG

FIG.
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TATTAATTCA
TAAGGGGAAA
ATTCAGTGCG
TTATTCCCGG
ATAACAGATG
TTCTTTAGAC
CTCTGTTATC
GGTAGTAATG
AGGAAGACAG
ATGAARAGAC
GACAATATGT
TCATACTTTIT
GGATAATACT
TTCTTTACTC
TCTAGTGTTG
CCCAACAGAG
ACAGGCAGGA
AAACTACATC
ATGGCATTGA
GATATCAACA
ACGTGCTCCT
CACCAGGCAA
GTACAAAACA
TATTGAAATG
AGATGAGTTC
CAAAGCTTGA
TCATAAGCCT
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CCGAGATCAA
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GAGACGGAAG
TTCATGGAAG
GGGATCAGGA
AATTCATACT
ATCAACACAG
CAAAACAACA
GACAGTTTGG
GTTAATCAGG
TAGTAGAACT
ATCCTAACAA
GGAGAGATGG
TGTTCCAGTC
ATGGAGACGG

6A

AATAAARATT
GAAATCCTAA
CGTAGGCAGG
GCARAAAAAC
ACAATGATAA
AATGAAAAGC
AATGGCTTAT
CAGATGTTAA
AAATATGGTG
AACTGATTGG
TGCAAAATGG
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TGTTAAGGCT
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AGCGGTGATG
CTTGGTAACA
ATGATCTGAC
AGAGATGCAG
GACTAGAATG
GACTCAAGGC
TTTATATGCA
CTATCCTGCC
AGGCCATGCA
TTCCAACTTG
ARTATTAGAG
AGARACACAT
ACAGGGGGAT
TGAATCCAGA
TTCCTTATGC
RCTACAGARAA
GCTGAACAAA
CTGACATCAC
GCATTCGGAA
AGTAAGAARA
GACAAATCCA
ACAATGTTCA
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AGAGGCCTGG
GACTGCCGCA
GGCCAAGAAA
AAAGGGGTTG
CTACGAACTC
CCAGCACGAA
AAGAGAATCA
AGAATCAACA
CAATGGGACC
ACGGATGGARA
AAGGGCGATT
AATTAGACCT
AACRATGCAG
AGGAGTGTCA
TATTAAGTTT
CTAATTGAGA
AAATCTTAAA
CTAGCGGGAG
AAGAAAGTCA
CATCCCTGAC
AGATCAAATC
TTAGTACCTA
TAACAACAGC
TCAAGCTCTG
AATGAGGATG
AARACCAATA
CCAATCAACA
TTAGGATGAA
CCACAATCTA
GAGCCGTTAC
TAGGGTTGTC
ATGTCTTTTT
GGGAGCATAA
TGGATCATTG
TCCTACAGGC
GCTACGGAGA
TCCATGGTCC
TTGCACTTGC
GTGATATTTG
CCCTAAGTCC
TACAAGTACA
CAGATTCTAG
CGGGTTGATC
AGCAGAAGAT
GGGATCAGCT
AAGTCAATTA
ATCCACACTT

BATCTATCAG
ACACTAGATG
GTATCAATCA
GAAGGCCAAA
AACTTCAAAG
TACAGGAGAA
CATCCTGCGAA
AACCAAACCC
AAGCAGAACA
AGGAAAGAGA
ACATTATTAC
ATACCAAGAC
ATACTGCATC
ATGGATCATG
GAAAACTGAT
ATCAAAAAGA
ATTATGACAG
GACATCCATG
GGTTTGACCC
CTCTATAGAT
RGAAATAAAC
GAAGAATAAG
AATTTATCAT
CAAGAGTGAC
TCAGCTCCCA
GCACAARACA
CATAACAAAG
AGGACTAATC
CACATTCCCA
CACTCAAGGT
AAGATAGGAG
ACTGGGCTTC
GTGATCTAGA
CCACTTGGGT
TGCAACCAAG
TGATAGTTTA
AGTAGATTAA
TCCTCAATGT
TGAACTGCAC
ATGGCATTGT
TATCAAAACA
ATGAARAAGG
ARAAGGAAGA
CGAGAAGATG
TCCACGTCAA
GCATTCAAAA
AAATTCAGTT
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TACATTTGAT
ACGAAGAAGA
ACACCCCAGA
AGACACAGAC
GATCGRAGAA
CCAACAAGAC
CATCCTCAAC
ATCAGACATC
ACCTCCGAAC
GGRCACAGAA
AGAATCTTGG
AAGAGAGTTG
AARGATAGRAC
ATACCAAATT
CTTAARAAGA
ACAATTATCA
AGAGAGGAGG
ATCAAGACAA
TCTTATGGAA
CAATAGAGAA
AGATTGAATG
CAGTACAATG
CAAAAGCAAR
GAGGAAGTGT
GTAAACCGCC
GCCAATCAGA
ATCTCCAGAT
AATCCTCCGA
GAATCCTCTT
CAATGAACAG
ATCCGCCCAR
TTTGAGATGG
TGATGATCCA
TGGCTAGATA
CTCGATATAG
CACTGTACAA
GAAAAGGGAT
CTTCCACTAG
AGCAATTGGA
TATCATTGCC
GGAGTTCAGA
TGARARATCA
TGGGCAGAAT
AGATTATTAT
CGCAACTGGC
GAGAAATCTG
ATATGGGCAT

FIG.
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TCAGGATATA
ACTCCTTATG
ACAGTGACAA
AAACAATCAT
GAGCCAGAAA
CACAGAATGG
AGCGAGAGCG
AACCTCGGGA
CAAGGATCAA
GAGAGCACTC
TGTAATCCAA
TGTGTGTGGC
TTCCTAGCAG
AAATCAGATT
TGGATGAATC
CTGATCACAT
GRAGAAGGAC
ARGCAAAAGA
ACACAGGGCA
AACACCAGAA
ATGAATCCAA
AGATCATTAA
GCAATCATAC
CTGAGTTGAT
AACCAAGGGT
GACCACCCCA
CATAGATCAT
AACAATGAGC
TCTCCGAGAA
AGAAAGGCCA
ACATGGATCC
AAAGGTCARA
AGTTACAAGG
CACCGGAAAT
AARGTAAGAAG
AACATCAARC
GTTATTTGAC
ATAGAGGGAT
TCAATAACTC
TAATACAATA
CAGATTCCAA
CTAAATTTCA
GTACTCAGTT
TCTCATTGGG
TCTATATCAA
CTATCCCCTA
CATCAGTTGA

6B

CCAGTATAGT
AAGAACAACA
GGGAATTAAA
CAATATTGGA
ATCCTCAAAG
ATCCCAGGGG
GCAATCGAAC
CAGAACCACA
GACACAAAAG
GATTTACAGA
TCTGCAGCAA
GAATGTCCTA
GTTTGATGAT
CAGAACGAGA
ACATAGAAGA
CATTAATCTC
CAACCAGAAC
AGAGAAAATA
TCGAGAAAAA
AACGACACAC
TGCCACTAGA
TAATAATCAT
ATCAACGAAC
GGACATGTTC
CAACACCAAG
ATACACCAAA
TAAGAAAAAC
ATCACCAACT
TGGCAACATA
TACCTCATAT
AGATATCTGG
AGACAGGTAT
TTTGTGGCTC
GATCAGGAAC
AACTGTAAAG
CTGAACTATA
GCTAATAAGG
AARAATTCAGG
TATTCAAAAT
TCAATAARATC
AGGAGTAGTT
TGGTTCATCT
GAATATTGTA
ATTAGTTGGA
AGACATTAGC
ATGGATCTGA
AATTACAAGG

2400
2450
2500
2550
2600
2650
2700
2750
2800
2830
2900
2950
3000
3050
3100
3150
3200
3250
3300
3350
3400
3450
3500
3550
3600
3650
3700
3750
3800
3850
3900
3950
4000
4050
4100
4150
4200
4250
4300
4350
4400
4450
4500
4550
4600
4650
4700



GTAGATGCAG
AAACATCATA
CCTGATATCC
ACTTAGGATC
CAACACACAA
AAAACAGAAC
CAAACACACC
CAAAGAGCAC
BATACCCCCA
GTGTGTTAGT
ACGAGATACC
ATGTGGGGAT
TAATTCCTCT
AGTCATGAARA
AGAGATAATT
CCGCAGCAGT
AAACTCAAAG
AAGTTCTGTA
TCAACAATGA
GGGTTACAAT
TATATTTGGT
AAGGGATAGC
TCAACAGTTG
CAAGATGAGA
AAGTTAGACT
GTAGATTCTA
TCCCAATCAC
AAGAATGCAT
TACATATTARA
GTGTCCTAAG
TGAATGGTGG
GGAATTGACA
AACACATARA
CTAATAGAGA
AATAACTCTG
GGCAAAACTA
AAAAGTTAGA
ATAATCATAG
TGTAGTCATA
AABACAGTGA
TCARAATATAA
AGCACCGAAT
TGGAATATTG
GAAACAGCCA
CACCTTCTGG
TATTGACAAA
GAAATAAGAA

TTCTCCAGCC
GCAAAAGGGG
AACATTGCAA
AAAGGGATCA
ATCACAGACA
GCACACAACC
ARCAATCCTG
CAGATATGAC
TCATTTTGIC
CAACAATCCT
TGATATTAAG
CAACAGATAA
ATATGATGGA
CCCACAACAR
GGGACAATTG
CGCTCTTGTC
AGGCTATAAG
GGTAACCTAA
AATTATACCT
TGGGAATTGC
GATAATATAG
ATCATTATAT
ACCAATATGA
GTGATAGATG
TCCTTTATTA
TATCATACAA
ATCATGACAA
AGAGGCATTC
ATCACGAGAT
ACTGTTGTTA
ATTAATTGCA
RTAGAATTAA
GAATGCCAGG
AGGGACATTA
TTGCACTTAA
GRATTAGAAG
TTCCGTTGGA
TGATGATAAT
ATCAAATTCC
GCCGTATATA
RARGTACAAA
AGACCAAAAG
GAAACACACA
GAGGCAAACA
ACRATAACAT
CTTAATTCAA
AAGRATTCGC

ES 2312347 T3

TTCATTACCT
TCGGGAAAAT
ATCAGGCTAC
CCACGAACCC
AAAAGGAGAA
BAGCAGAGAA
CAMACARAGTCA
CATCACAACC
AAATAGACAT
AAAGGCATGA
TTTGATACCC
ACCAATACAA
TTAARATTAC
TACTAATCTT
CGATAGGGAT
GAAGCTAAAC
AGACACAARC
TTGTTGCAGT
TCAATCACAA
ATTGACACAA
GAACACTGAA
CACACAAACA
TATTTATGAC
TTGATTTGAG
ACTAAACTAT
CATCCAGGGC
AAGGGGCTTIT
AGCAGTTATA
AGAGAATTGT
CATCAGATGT
AACTGCATAA
TCAATCACCT
TAATAGGTAT
GCAACTTATA
TCCAATTGAT
AATCGAAGGA
AGTTGGTATC
AATTCTAGTT
ATAGAATTCA
CTGACAAATA
AARACTTAGGA
GCAGCGCAGA
AACAGCATAA
TAGTAGCAAG
TAACAATATT
GAGRACAATC
GGCAATAGAC

GGCGAATTCA
CAGACAGTAA
CCACAGGAGA
CGGAAAACAG
GGCACTGCAA
RAGCCAAAGC
CCAAAACAGA
ACAATCATAG
AACAAAACTG
AGATTTCACA
AAAATAGAGA
GAAGTTATIG
AAAAAGATGT
AGGACAARAC
AGCCACTTCA
AGGCAAAGTC
AAGGCAGTAC
TAAATCAGTT
GATTAGGCTG
CATTACTCAG
AGAAARAGGG
TAACGGAAAT
CTATTATTCA
TGATTACTCA
CAAATACTCA
AAAGAGTGGT
TCTAGGTGGT
TATGTCCTTC
TTATCAGGGA
GGTACCACGA
CAACTACATG
GATCAAGGAA
ARARCGGAATG
CATTTGATGA
ATATCTATGG
ATGGATAAAG
AATCTAGTGC
ATAATCAATA
GGGGAAAGAT
GACAATAAGA
ACAAAGTTGT
GGCGACACCA
ATAACACCAA
GTTACAAATA
ATCAGTCATT
ATAATAAATT
ACCAAGATTC

FIG. 6C
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GATACTACCC
AATCAACAAC
AAAATCARAAA
CCAAACARAAC
AGACCGAGAA
CCGCCATTCA
GGTCAARAAGA
CCATATTACT
CAACGTGTAG
AAATTTCGAA
ATTCACACTC
GATAGATTGA
RATAGTAGTA
GATTCTTTGG
GCACAAATCA
RAGACATAGRA
AATCGATTCA
CAAGACTATG
TGAAGCAGCA
ARTTAACAAA
ATAAAATTAC
ATTTACTACT
CTGAGTCAAT
ATTACTCTTIC
AATTTATARAA
ATATTCCTCT
GCTGATATTA
TGATCCAGGT
ACATAACACA
TACGCGTTTG
TACATGCAAT
TTAAGATCAT
TTATTCAATA
CATCATATTA
AACTCARCAA
ARAATCAAATC
AACAATCACC
TAACAATTAT
CARAAACGACA
CTATACACGA
TCAACACAGC
AACTCAARAA
CAATGAAACC
TCATAATGTA
TTTATAATGA
AATGTTGCAG
BGAGGACTTC
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GGATGACATT
CAATTCAGAG
ATGTCAGATC
TCAAGAAGTG
TAAATCCAAA
AGTAGTCCTA
TACTACAGTA
TAATCTATGC
GGGARATCTT
CCTAGTACCT
ATAATAGAAG
TTATGCTCAA
TATTGAGGAT
CAACAAGGTT
TTGTATCCAT
TCTCGGATAT
ATACAACTGG
TATRGCCCAT
TGATAAAGGC
TGAGCCARAA
AGAATATACA
AGGGGTAATT
GGCATAATGT
TCATGCCCAG
AAACCCATCG
CTAGAGAAAA
GAATTAGCTA
TTGTATCACA
ATCACAGAAG
CCAAAARACT
TTAAAAGAGA
GAAATAATAA
GTCCCACAGC
ATTCTCCTAT
TTGCCTCAGC
ACAAAAAATT
AATTAAGATC
TTTATCAGAT
CGGAATTAAT
ATRAATCAAAT
AAGTTAGCAT
TAGCAATATA
ATCCATTCAA
AAAGCCAAAA
AGAAGACCAA
TAGATARACA
ATGTATTGTG

GGAACCTCAA
TCATGTTCAA
TCAGAAAATT
CCAATACAGA
CAAGTTCTGG
AGATARGGTT
AATGGCTGTA
TTACACCTCT
ACCAAGTACT
GATTTAAACC
ATCTTGCTCT
CACCAAAAGT
ATTGTACTTG
TACAAATAAT
CAGTGGGACC
GGAGGTCTAG
TTGTCCTGGC
GGTTCTCAAA
ATAGATGCAA
TTATTGGGGA
TATATACTAG
GATATTTCTG
ACTATCACGG
ACGGATGTAT
GGGAGTGTTG
CCCRATCATT
TATATAACAG
CATTATGATA
TTTGAATACG
GCAGCTAAAT
CCACCAGACA
ARAACTTAGG
GGCACAACAT
AGTTARAGGA
CCTACGATAT
ARACTCAATA
AGTCTTAATG
ATCCAGAGAT
ARATAARATAA
GACTGATGGA
CGAAAAATGA
TCAAATGTTC
GACATGGTTT
ATGAGATTAC
AAGAATATAT
AAATTACAAT
ATGTAGTTGA

ES 2312347 T3

TACAGTCAGS
AACTATATCC
TATCAATGAT
GAATGACTCA
AGGTGTACAT
AATACCAGGA
TTAGAATTCC
RATCTTATTA
ACAAATAGGG
CCAGAGTCAC
CTGGCACTAT
TGATGARACGA
ACATTGTCAC
AATATAACTT
AGGAATCTAT
RGCATGAAGA
AAAACACAGA
TAGGAGAATG
CTTTTAGCTT
TCAGAAGGAA
ATCCACAAGT
ATTATACTAA
CCAGGGAATG
AACAGGAGTT
TATCATCAGT
ACTTACTCAA
AACACTTCCA
AAGGGTATTG
TTTCAACCTA
TGATCATCGC
GACAACACAG
AGAAAAGTGT
CTGACATTCT
AAGATAGCAC
GGATGATGAT
AATTAGATAA
GAAAGAGTAA
GTCTAGTGAA
ATGAATTGCT
TTARGAGATC
TGGAAGTAAT
ACATGACTTA
ACTATTAAGT
ATTCAATAGG
TGCTGATACA
GGGTATATAR
AGGGAGGTGG

AATAAATACA
CACTATCATT
CTAACARATA
TGATAGAGGT
CTGGTAACCC
CCAGGTTTAT
ATCGTTAGTA
CCCAGGGCTG
ATAATTACTA
ACATACATTT
TCAATACAGA
TCCGATTATG
TAATAATCGA
TTGATAAACC
TATAAGGATA
AAACGGAGAC
GAGACTGTRA
GTAAACTCTA
GAGGGTGTGG
GATTACTTTT
TGGCACAGTA
TATAAGAATA
ATGAATGTCC
TACACTGATG
AATTCTTGAT
CAGCTACAAA
GCTGCATATA
TTTTCATATA
TGTTATTCAA
ATATCGGATG
GAGACGATGC
GCAAGAAAAA
GTACCCTGAA
AACTGCATAC
TCRATACTGA
AAGACARCGG
GTGATCTAGG
ATGTTCCAAT
AAGTAAAGCA
TATGGGTTAC
TATGATATCA
TCAATCAGAC
ATGACATGAG
CATAAAGATT
TCCAGAACTC
TGACTCCTGA
AATATAAGTT

FIG. 6D
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AGACTTCTCA
AACACAACAA
ARDGAGAACA
ATAGAACCCC
ATCTCTAACA
TAGCAACATC
ATCAATCATC
TCAAGATATA
TAAATTCGGA
AATATTGATG
TGTTTATCAG
CATCARACAGG
TTAATTATAA
GTATGCAGCA
AAGTTATATT
GTAATATGTA
TCAGGCTICT
TTATTGTTGT
RCTATTCCAA
ATTAGGTGAC
AATTACAGTT
AATTGGACTT
ATGGGGTCAT
CATATCCGCT
TCACAAAAGT
TAGAATAAAT
CAACAACAAA
GTAGAAATAA
RACAGAAGTT
CAAGATGACA
BAGATATAAA
TGGACACCGA
TGTCACCTCA
AATAATGAGT
TTATTACTAG
TCAATTAGGA
TAAATATACC

- TATGTATACC

AGTAARACAT
TATACTATCG
ATGAAGATAT
AAATGGTATA
AAGATTACAA
ATAATCTATT
GTCTTAATAT
ATTGGTACTA
CATGTGCAAA
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ATTGGATCCT
AAATAATAGA
ATATCACTAT
GGTTAAACAG
AATTAATATT
TATATAGATA
AGCAGARATT
CGAGTATAGC
TTGAAATTTG
TATAAATGGA
TACCTGTCCA
GCCATATCAT
AAAATTTGAC
ATATGAAAGA
TATCCAGCTT
AAGATTGGTT
TATTAGATTA
ATCTCATATA
TGCAAAAATG
TATTGGCGAA
GGAGAAATTG
TCCGCGGTAT
TTCAAGCTTA
TCAAAGAAGT
AACCGTARGC
GGAGGTATGA
GGGTTAAAGG
AATATATGTT
CACTTGATGA
GGAATAGAAG
AATACATTTA
AAGGGGATAA
GATTATAAAG
TGATTCCTTG
ATGAAACTAT
TATGACGGAA
TTTTTGGTCT
TGGCTACATC
GGATATGTAT
TGGAATGAAT
TCAGGAATAT
GGAGGATTTA
AGATCCTACA
ATTTGTTAGA
GAGTICTTCTT
ACAATCTCAA
TACTACAGGA

AAGTTACAAT
TGGACTATTC
TAGAACCACT
CTCAGGGGGG
TGCAGCTGAG
AAATTTTAGA
TTCTCTTTCT
AGCAGAGAAA
ATACTATCAA
TATAGAGAAA
TGCACATGAA
ATGAGAATGC
AAGTTTATAG
TAAAGCATTA
CARACCTGTT
GAAGTATTTA
CGTAGAATCA
GTTTAARAGA
ACATACAAGA
TAATATAGGG
RATTACTCAA
AATGAGGTAT
TAATGCAATT
TTGAATTTAA
TGCTTCTTAA
ATCAACAGCT
ARTTATTTAA
GGAGATCCTT
CCATCCTGAT
GGTTTTGCCA
GCAGCTGTCA
TCAAGCCATA
TTAAGAAAGA
AGAGAGGTGA
AATAAGTAGT
GAATCCTTCC
GAAACAATCA
GITTGCAAAG
GCTCAATCTT
ATAAACCCAA
TCATTGGATG
ATTATATGGC
GTCGCTGCGT
TCGAGGTGTC
TTTTAGACTG
AATATAACCA
CTCACCAAAC

ES 2312347 T3

CAATGTATTA
TCGACCTTAG
TGCATTATCG
CTTTTTTARA
TGTACAACAG
TGTGTTCAAA
TCCGAACTTT
GTTAGAAAGT
TAAATGTCAT
GACATGGTGG
TTTATCATAR
TGTAGATTAT
AGCCTCAATT
TCCCCAAACA
ATACCGCACT
TAGCAGATAG
GGATATTGGC
GAAAGAAATA
TGAGGGCTAC
AAATTCTTCC
GAGACTAACA
ACAATAATTC
AGCAGTTCCA
ATCTACAGAT
CGACAGATCT
TTATTCGGTG
TTGGCTGCAC
ATTGCCCGCC
TCAGGATTTT
AAAGTTATGG
AAATCGGTGT
GCTGTTACCA
GATTGTTTAT
TGGATGATCT
AAAATGTTTA
TCAGGCATTA
TAGATGAGAC
GCCATTGAGA
CARAARATATC
CTATARCCCE
CAATATGCCT
CATGTCAAGG
TAGCCGATAT
CTTTACAGAA
GGCCTCAGAT
CCATGATAAA
CCATTACTAT

TAAGGGTAAC
GAGAAAGAAC
CTCATTCAAA
TCACGTGTTA
AGGAAATACC
GAATCAACAA
TGGACACCCT
ATATGTATAC
GCTATTTTTT
TCAATGGCCT
ATGCATACGG
TATAAGAGCT
GGATGAAGAC
AATCAAACTG
ARTGTGTCTC
TAAATTTGAT
TGGATGATCC
AARMCAAGAAG
ACAAGTATTA
AAGAGAATGG
ACAATATCTA
AARAAGTCAC
ATTTATCTTC
ATATACAATG
TAAAAAATAT
ATACTTGTAA
CCTCGCCTTG
ATCAGATATT
ATGTTCATAA
ACACTCATAT
AAGAGTTACT
CAAGAGTACC
AAAGATGTGG
GGGTCATGAG
TATATAGCAA
AAAGCATTGT
AAGATCAGCA
ATGGCTACTC
CAACAGTTGT
AAATATTARA
CCTTAATCCC
TGTTTTGTCA
TAAAAGATTT
TTATGAATCA
CCCTATTCAT
GAATATAACT
CTGGATTATT

FIG. 6E
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AATTTATGGS
ATTTGACATA
CTTATGACCC
TCAGAAATGG
TAATGTGGAT
TAGATGARAT
CCATTAGAGG
TGAGAAATGC
GTACAATAAT
CCAGTTACAT
ATCAAATTCT
TCATAGGAAT
TTAACTATTT
GGACACAGTC
ATGATTCACG
CCCCACCAAG
TGAATTTAAT
GTAGACTTTT
TCAGAAACAT
GATGGTTARA
TGTCTGGAGT
ACAGAAGAAC
TAATCAGAAG
ATGGATACGA
TGTTTAAATT
TCAGATATTT
ARAAGAGTAC
GAACATTTAC
TCCTAAAGGA
CTATCAGTGC
GCAATGGTTC
TAATAATTAT
TAAGATTTTT
CTCAAACTAA
AAGGATATAC
CTAGATGTGT
TCCTCAAATC
ACCTGTATTG
ATATAGCGCT
GATCAATATT
TGCTAGTGTC
GARACATTGG
ATAAAAGCAA
AGAACCAGGC
GTAACTTACC
GCAAGAAATG
TACAAGTACA
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ATCATAGAAG
AATCCTCCCA
TTAGGAATGC
GTAGGGATAA
CAACTATGAT
TAGTCAGTGA
ATATCATTAA
AAATGGACTT
TAACAGGATC
CCATATACAT
GACAGGAATA
AGAGATCTGA
AAGGCTGCTA
CGAAATATCT
TTACATTGGA
CTATCACACA
ATCACTTATT
CTATTAAAGA
GTAATGTTAA
GAGTACAGGA
GTTGTATAAA
TTAGAGTTAA
CCCTTTAAAG
CTTATACAAT
ATATCAATAT
TCGGGATAAT
ACAGTCTGAT
ACATTTGGAG
GAAAATAGAA
AAGACACCTC
CCAAAAGTGT
TGGTCCTAAT
GCGAGTACTC
CTTIGAGATCT
ACAAGCATTT
TAGCATCTTT
GATGAATTAA
TAAATATGTG
TTACGTATGT
AATCCGCCTG
CTTAGACAAT
AGAGAAATAA
GTCGTGAAAA
GAATGTTACT
CACATCAGCT
CTTGAATTAT
ACTCTTTTTA

AGGATGAGGA
AGAGTTGCAC
TATAGCTGGT
GCAGAGGAGG
CTTGTACAAT
CAAGATTAAG
GACAAANAAAT
GAAACTCCAG
TGAACATTGT
GGATGTATTT
GCATCATTAA
AGCACAATTA
TAAGRATAGC
TGGATGGAAG
TAGCTTAAAG
GGTTAAAARGA
AGAGTAAGCA
AGCAAATGAA
CAGGATTAAG
CATAACCCTA
AGAGAGTTAC
TCAAATACCC
GATATAGATC
TGACATGAAT
GTACTGCAGT
CTTAAGGAGC
AACTGAATTT
GGTTACTCGT
GGAAGGGATC
ACATTCAGTA
TTARGAGATT
ACTGCTAGTC
CTTGGATCTA
ATATCTGTIGA
CTCTCAAGAC
TGGACCAAAT
AACAATACTT
CAAGTATCAG
AAGGAAAACT
AAACGATTGA
ATTGTTARRA
AAGTAGTTAT
TAAGATCCAT
ACACATGGAA
GAGGTTATTT
CACAAATCTT
GGAGAAGGAG

ES 2312347 T3

ATTAGCTGAG
ATGACATTTT
ATGTTGGATA
ATTAACCTAT
ATGAGACACT
TATGAAGATA
GTGGATGCAT
ATCCTTTAGA
AGGATATGTT
ACCAGGCAAT
GGGTCCCTTA
GGGTATATCA
AATGATATAT
CATCACAGAT
ATTTTGACAC
TACTGCTACT
GGTTCATCAC
ACTAAAGATA
TGTATTTGAA
TGGTCATGCA
AATGATGAGC
TGAGAGTAAT
TATCAAAATT
TACTGGGATG
TACAATAGCA
TGGTTGTGAT
CTGACCCTAG
GAATCAATTT
CCATTTGGGA
CTTAAAGTAT
TTGGGATTGT
AAGATCAAGT
TTTATGAGAG
TAGTGACATG
ATCTTGCCTT
TTATTAARATC
AGATCTGAAC
GACTGTTAAT
GCGATTAAGT
AGATTGGGAT
CTGTARATGA
TTCTGGGGAT
AACGAGTGAT
TGACACTTCC
GGAGTAAACA
AATGAGGGAA
CAGGAGCTAT

TTCCTAATGG
AGATAATTCT
CAACAAAATC
AACTTATTAA
TAGTAAAACT
TGTGCTCAGT
TTATCAGGAG
GTTACTGTCT
ATTCAACTGA
CTTAATATAG
CTTTGGATCA
ARAATCTAAG
ACTTGGGCAT
TGCACAAACA
CAGTGACAAC
CAGATGAAAT
AATATCTAAT
CARAATCTTAT
TATCTATTTA
TCTACATATA
ATATCAATCC
GAATTTATAT
AATGGTTATA
ACACAGATAT
GATACAATGT
TGCAAATGAT
ATATACTAGT
GCATATACCC
TTATATAATG
TATCTAATGC
GGAGTTTTGA
TAAGCTTGCT
AATGGTTGAA
GARRTAGCAA
TGTGTGTTGT
TAACATATCT
ATCAAAGARG
TAAATCATTC
ATCTGAGGAT
CCCATAGAAG
CAATTGCAGT
TAGCTCTAAA
TCTGAAGTTA
TCAGGGAGGA
GTACAAGTTG
GTTAAAAAAG
GTTAGCATGT

FIG. 6F
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ECAGGACAAT
CTTACTGGAA

ACTAATTCGA

GRAAGATAAG
TTAAGACTAA
AGACCTAGCC
GAAGAATGAT
GGAGTAATAA
AGGTGAAAGC
GRTCAGCTGA
GTTACAGATG
CARACCAGCT
TTGGGAATGA
CGTGCAAACT
ATCAACAAAT
TTTCTAGTAC
GATAATATGT
TTATCAACAG
GGTTAGAGGA
GAGGATGGAT
GGAGTCTACA
ATGATAAGGA
AGAGATCATT
TGTACATGCA
CGCAGCTAGA
GATGATATTA
GTTTCTCAAA
TTTATGGATT
RCGAACATTAA
ACTATCTCAT
ATCCTATTTA
CTCTCGATTT
TGGAGCATCA
ATGACAGAAG
TTAGCAGAGA
AGAGAGACTT
ATCCTACTCT
CCCTCAACTG

-TCGTGGTATT

ATGAGAATAT
GATAATCAAA
GAATTATCAA
ATGAAGCTTC
AGTTATCTAT
TCTTAAAGCT
ATRAAGATAG
TATGATGCTA
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CACTCGGTCC
GTAATTGGTC
AGGTAAAAAA
TATTTAATGG
AGTTTAATAT
TGACATGGAG
ATTATAGTAT
CTAGTATCAA
CTATCTATAC
CATCCAATCC
TGTACTGTAA
ATCATCAATA
GCGAAGAATAR
TATGGGATAA
AATTAACTTA
CCAACATTAA
ATGTTCGAAT
AGGAAGATAT
TATCACGRAG
TTACTGACGG
CGGATATGTA
CAAGAAATAT
TGGTTTTTGA
CAAACTACTA
CTCAGGGTTA
ACATAARATA
AAGTAAGAAA
TTTGGT

TGCAATAAAT
AACGGGAATT
CTAGGAAATG
GAATCCCAAT
GGAGTGAATT
GGAGCGATAG
TATTAGGATT
AAATTATACC
AAGTTGTATT
TGCCTCAACA
TGGAACCCAG
GAAGAABATA
CGAGTGGTTA
TGAGGCCATA
AATCACTTAG
TAATATRATT
GGGTCAATAT
AATCTATTCC
ATTAGTACTA
GCCGTTTTCC
TCATTGGCTG
TGTCAAAAAT
CCAAAGAGGT
GGAATTCCTA
TGAATATGAT
AAACACCTAT
ARCATGTAAT

ES 2312347 T3

TATTATAATT
AAAAATCTTC
TAACACAGAT
TCAACATGGA
AAATGATAAG
GCAAATCAGA
ACATATTTAA
AACTATTACT
GGAAGGATGT
GAGCTTTATT

TAATCTTGTT

ATCTATTAAA
CARGCATGAAA
TCATACAGCA
CTAGAGAATT
CAAAGTTTTA
CACTCATGAC
CGCTTAAAAA
AGCTGGATAT
AGATGAAAAA
ATATTGATTT
TACAAAGAAC
CABAATACTA
AACAGTACAA
AATGAATTTG
TCCTCACCCA
ATATATATAC
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CTGGTTTAAA
CCATCAGAAG
TCTTAATCGG
TAGGAAATAT
TCAATTGGTT
AGAAACTGTT
TCGGGGATGA
CCGAATTGGT
AAGTGTAGTG
TAATTTCARA
TTATCAAAAC
GTGGATAATC

TCRAAAGAAGG.

CTGCAAATTT
TTTATCAACT
CRAGAACAAT
AATARAAGAC
TAAGGGGAAA
CATTATCCTT
TTTGAAAATA
AGAATCCTTA
ACATAGGATT
ATGAAGCTTA
AGAGTTAGAG
ATATTGATTA
TTCACTTCCA
CAAACAGAGT

FIG. 6G

TATTACAGAT
TATCATTAGT
GTGAGGGTGT
CGAATGTGAG
TAGTACATTG
CTACATGAAC
TGATGTTGIC
CTAAAATACT
TCCCTTAAAA
AGATGCTTAC
TTAAAAGGAT
TTATCAAAAA
AGAAAGGGAT
TTGGATTCCA
CCTGATTTAA
TAAAGATGTT
ATARATTAGG
TTAARGATTAT
ATCAACCAGA
GGGCACAGAC
RAGTTATTAT
AATATCATAC
TAGGAGGAGT
GATCGATCAT
RTACATAAAA
ACAAAATGAA
TTTTCTCTTG
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ACCAAACANG
AACTTAGGAT
GACTGTAATC
AGAACATAAC
ACTGTGTCTA
AATGACATTG
AGCATGCGCA
GCCAACCCAG
ATATGTCATC
GGTTTGTCGT
ATGTTTGGGA
TAGAAGCACT
CGTGTCTTGG
ATARACCAGTA
ATTTCGACAA
CAGTAGAACA
CTCATGGTTG
AACAATAGAA
GTCTTGCTTC
GCAGCTCTAA
ACTGATAGAG
TTTTGAGAGA
CTCTGGAGTT
ACAGTATGTA
GTCAAGCAGT
GATGAACTGG
GAAGAACATC
CACGCCATAGA
GGAGACCAAG
ATGGGCAGAC
TTGACAGCAT
AGACTCAACG
AAACAACACA
GCAACTAGTC
ACTTAGGATT
GAATCCAACC
AARCAATCAA
CTGACATCTC
TCCCAAGAGA
ACTTAGCACG
AGGAAAATAG
GAACGTGCCA
GGGAGGATAT
TCACTCGAGG
ATCCAGGAAG
TACTAAGAGG
GARAGTGATGC

AGAAGAGACT
TAAAGAACTT
ATGTTGAGTC
AAAATCAGCT
TATTTGCTCT
GCTCTTCTCT
AAGAGCTGGA
AATTATATTT
TACATGATAG
CARAGACTAGA
GTGATCTTGA
TCTACAATCG
AGCCCTTATA
TATCAGGATT
GATGGAACAG
AATTGGATCA
AAACACTGAT
AAGAATATAC
ATTTTTCARAC
CTCTGTCTAC
CTATATCTAT
TCCTGTGCAT
ATGCGATGGG
ACAGGAAGGT
GGCACGTGAC
GGGTCACACA
AGCAGTTCAG
AATGGCAATA
ACCAAGGAGA
GAAACCGGGA
CAAAACTGAA
AGAAAAGGAA
AATCAAACTG
ACARAAGAGAT
AATGGAAATT
ACAACTCAAT
ATCATGGATT
ATCGGCCCTC
ACACGGCAGA
ACAATCTACC
TGGACCAGCT
CAGAGACAAA
AGGAGAGGAA
AATCTCCAGA
ATATTGATTA
GAAATGCGAC
CATTCCTCCA
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TGCTTGGGAA
TACCGAAAGG
TATTCGACAC
GGTGGGGCTG
TGGACCATCA
TTTTGTCTCA
TTTTTAGTTT
AACATCAAAT
AGAAAGACCC
GAGATGGTTT
GTATGATCAA
AGGATCTTGT
ATCCAGGTTT
GAGGAAAGGA
TTAAATCCAG
ATTATGAGCT
AACAATGAAC
AGATTGTAGG
ACAATCAGAT
CCTTAGACCG
CAAAGGGGCC
GGTGAGTTTG
TGTAGCAGTT
CCTATCTGGA
GCCGAGTCGC
AGAAGCCARG
ATACAACCTT
GATGAGGAAG
TGAACCTCGG
ATGACAACCA
CAAAGAAACA
ACAGAGTAAC
AAATAGATGA
GACCACCATC
ATCCAATCCG
CAACCAAAGA
CTTGGGAAGA
GACATCATTG
CAGCAATGARA
AACTTGAGTC
AACARAAAATC
AGATAGAAAT
GCAGCCCAGA
AGCAGCCCAG
CAATGAAGTT
AATTTAAAGA
ACARAACAAG

TATTAATTCA
TAAGGGGAAA
ATTCAGTGCG
TTATTCCCGG
ATAACAGATG
TTCTTTAGAC
CTCTGTTATC
GGTAGTAATG
AGGAAGACAG
ATGRAAAGAC
GACAATATGT
TCATACTTTT
GGATAATACT
TTCTTTACTC
TCTAGTGTTG
CCCRACAGAG
ACAGGCAGGA
AAACTACATC
ATGGCATTGA
GACATCAACA
ACGTGCTCCT
CACCAGGCAA
GTACAAAACA
TATTGAAATG
AGATGAGTTC
CAAAGCTTGA
CTATAAGCCT
CAGAGCAGCC
TCATCCATAG
ARCTGRATCA
TCAGAGACAG
CCGGGATCAA
TTTATTCAGT
ATCAGCAACA
GAGACGGAAG
TTCATGGAAG
GGGATCAGGA
AATTCATACT
ATCAACACAG
CRAAACAACA
GACAGTTTGG
GTTAATCAGA
TAGTAGAACT
ATCCTAACAA
GGAGAGATGG
TGTTCCAGTC
ATGGAGACGG
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AATAAAAATT
GAAATCCTAA
CGTAGGCAGG
GCAAAAAAAC
ACAATGACAA
AATGAAAAGC
BRATGGCTTAT
CAGATGTTAA
AAATATGGTG
AACTGACTGG
TGCAARATGG
GGATATCCAT
TGTTAAGGCT
GGTTAGAAGC
AGCGGTGATG
CTTGGTAACA
ATGACCTGAC
AGAGATGCAG
GACTAGAATG
GACTCAAGGC
TTTATATGCA
CTATCCTGCC
AGGCCATGCA
TTCCAACTGG
AATATTAGAG
AGAMACACAT
ACAGGGGGAT
CGAATCCAGA
TTCCTTATGC
ACCACAGAAA
GCTGAACAAA
CTGACATCAC
GCATTCGGAA
AGTAAGAAAA
GACARATCCA
ACAATGTTCA
GATAAATCAT
CAACACCGAC
GAGCCACAAG
GARACAAGCA
GGCATCACAC
AGACTGTACA
GAGACTATGG
TGGAACCCAA
ATAAGGACTC
AAGGTATCAG
TGATGATGGA
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AGAGGCCTGG
GACTGCCGCA
GGCCAAGAAA
AAAGGGAGTG
CTACGAACTC
CCAGCACGAA
AAGAGAATCA
AGAATCAACA
CAATGGGACC
ACGGATGGAA
AAGGGCGATT
AATTAGACCT
AACAATGCAG
AGGAGTGTCA
TATTAAGTTT
CTAATTGAGA
AAATCTTAAA
CTAGCGGGAG
AAGAAAGTCA
CATCCCTGAC
AGATCAAATC
TTAGTACCTA
CAACAARCAGC
TCAAGCTCTG
BATGAGGATG
AAAACCAACA
CCAATCAACA
TTAGGATGAA
CCACAATCTA
GAGCCGTTAC
TAGGGTTGTC
ATGTCTTTTT
GGGAGCATAA
TGGATCATTG
TCCTACAGGC
GCTACGGAGA
TCCATGGTCC
TTGCACTTGC
GTGATATTTG
CCCCAAGTCC
TACAAGTACA
CAGATTCTAG
CGGGTTGATC
AGCAGAAGAT
GGGATCAGCT
AAGTCAATTA
ATCCACACTT

AATCTATCAG
ACACTAGATG
GTATCAATCA
GAAGGCCAAA
AACTCCAAAG
TACAGGAGAA
CATCCTGGAA
AACCAAACCC
AAGCAGAACA
AGGAAAGAGA
ACATTATTAC
ATACCRAGAC
ATACTGCATC
ATGGATCATG

AARAACTGAT

ATCAAAAAGA
ATCATGACAG
GACATCCATG
GGTTTGACCC
CTCTACAGAT
AGAAATAAAC
GAAGAATAAG
AATTTATCAT
CAAGAGTGAT
TCAGCTCCCA
GCACAAAACA
CATAACARAG
AGGACTGATC
CACATTCCCA
CACTCAAGGT
AAGATAGGAG
ACTGGGCTTC
GTGATCTAGA
CCACTTGGGT
TGCAACCAAG
TGATAGTTTA
AGTAGATTAA
TCCTCAATGT
TGAACTGCAC
ATGGCATTGT
TATCAAAACA
ATGAAAAAGG
AAAAGGAAGA
TGAGAAGATG
TCCACGTCAA
GCATTTAAAA
AAATTTAGTT

ES 2312347 T3

TACATCTGAT
ACGAAGAAGA
ACACCCCAGA
AGACACAGAC
GATCGAAGAA
CCAACAAGAT
CATCCTCAAC
ATCAGACATC
ACCTCAGAAC
GGACACAGAA
AGAATCTTGG
ARGAGAGTTG
AAAGATAGAC
ATGTCAAATT
CTTAAGAAGA
ACAATTATCA
AGAGAGGAGG
ATCAAGACAA
TCTTATGGAA
CAATAGAGAA
AGATTGAATG
CAGTACAATG
CAAAAGCARA
GAGGAAGTGT
GTAAACCGCC
GCCAATAAGA
ATCTTTAGAT
AATCCTCCAA
GAATCCTCTT
CAATGAACAG
ATCCGCCCAA
TTTGAAATGG
TGATGATCCA
TGGCTAGATA
CTCGATATAG
CACTGTGCAA
GAAAAGGGAT
CTTCCACTAG
AGCAATTGGA
TATCATTGCC
GGAATTCAGA
TGAAAAATCA
TGGGTAGAAT
AGATTATTAT
CGCAACTGGC
GAGAAATCTG
ATATGGGCAT

TCAGGATATA
ACTCCTTATG
ACAGTGACAA
AAACAATCAC
GAGCCAGAAA
CACAGAGTGG
AGCGAGAGCG
AATCTCGGGA
CAAGGACCAA
GAGAGCACTC
TGTAATCCAA
TGTGTGTGGC
TTCCTAGCAG
AAATCAGATT
TGGATGAATC
CTGATCACAT
GAAGARGGAC
AGGCAARAGA
ACACAGGGCA
AACACCAGAA
ATGAATCCAA
AGATCACTAA
GCARTCATAC
CTGAGTTGAT
AACCAAGGGT
GACCATCCCA
CATAGATGAC
AACAATGAGC
TCTCCGAGAA
AGAAAGGCCA
ACATGGATCC
AAAGGTCARA
AGTTACAAGG
CACTGGAAAT
AAGTAAGAAG
AACATCAAAC
GTTATTTGAC
ATAGAGGGAT
TCAATAACTC
TAATACAATA
CAGATTCCARA
CTAAATTTCA
GTACTCAGTT
TCTCATTGGG
TCTATATCAA
CTATCCCCTA
CATCAGTTGA
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CCAGTATAGT
AAGAACAACA
GGGAATTAAA
CAATATTGGA
ATCCTCAAAG
ATCCCAGGGG
GCAATCGAGC
CAGAACCACA
GACACAAAAG
GATTTACAGA
TCTGCAGCAA
GRATGTCCTA
GTTTGATGAT
CAGAACGAGA
ACATAGAAGA
CATTAATCTC
CAACCAGAAC
AGAGAGAATA
TCGAGAARAA
AACGACACAC
TGCCACTAGA
TAATAATCAT
ATCAACGAAC
GGACATGTTC
CAACACCAAG
ACACACCGAA
TAAGAAAAAC
ATCACCAGCT
TGGCAACATA
TACCTCATAT
AGATATCTGG
AGACAGGTAT
TTTGTGGCTC
GATCAGGAAC
AACTGTAAAG
CTGAACTATA
GCTAACAAGG
AAAATTCAGG
TATTCAAAAT
TCAATAAATC
AGGAGTAGTT
TGGTTCATCT
GAATATTGTA
ATTAGTTGGA
AGACATTAGC
ATGGATCTGA
AATTACAAGA
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GTAGATGCAA
AAACATCATA
CCTGACATCC
ACTTAGGATC
CAACACACAA
CARGCAGAAC
CAAACACACC
CAAAGAGCAT
AATACCCCTA
GTGTATTAGT
ACGAGATACC
ATGTGGGGAT
TAATTCCTCT
AGTCATGAAA
AGAGATAATT
CCGCAGCAGT
AAACTCAAAG
AAGTTCTGTA
TCAACAATGA
GGGTTACAAT
TATATTTGGT
AGGGGATAGC
TCAACAGTTG
CAAGATGAGA
AAGTTAGACT
GTAGATTCTA
TCCCAATCAC
ARGAATGCAT
TATATATTAA
GTGTCCTAAG
TGAATGGTGG
GGAATTGACA
AACACATAAA
CTAATAGAGA
AATAACTCTG
GGCAAAACTA
AAAAGTTAGA
ATAATCATAG
TGTAGTCATA
AAAACAGTGA
TCAAATATAG
AGCAGCGAAC
TGGAATATTG
GRAACAACCA
CACCTTCTGG
TATTGACAAA
GAAATAAGAA

TTCTCCAGCC
GCAAAAGGGG
AACACTGCAA
AAAGGGATCA
ATCACAGACA
GCACACAACC
AACAATCCTA
CAGATATGAC
TCATTCTGTC
CAACAATCCC
TGATATTAAG
CAACAGATAA
ATATGATGGA
CCCATAATAA
GGGACAATTG
CGCTCTTGTC
AAGCTATAAG
GGTAACCTAA
AATTGTACCT
TGGGAATTGC
GATAATATAG
ATCGTTATAT
ACCAATATGA
GTGATAGATG
TCCTTTATTA
TATCATACAA
ATCATGACAA
AGAGGCATTC
ATCACGAGAT
ACTGTTGTTA
ATTAATTGCA
ATAGAATTAA
GAATGCCAGG
AGGGACATTA
TTGCACTTAA
GAATTAGAAG
TTCCGTTGGA
TGATGATAAT
ATCAAATTCT
GCCGTATATA
ARAGTACAAA
AGACCCAAAG
GAAACACACA
GAGGCAAACA
ACAATAACAT
CTTAATTCAA
AAGAATTCGC
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TTCATTACCT
TCGGGAAAAT
ATCAGGCTAC
CCACAAACCC
AAAAGGAAAA
AAGCAGAGGA
CAAACAAGCA
CATCACAACC
AAATAGACAT
AAAGGCATCA
TCTGATACCC
ACCAATACAR
TTARAATTAC
TACTAATCTT
CGATAGGGAT
GAAGCTAARC
AGACACAAAC
TTGTTGCAGT
TCAATCACAA
ACTGACACAA
GAACACTGAA
CATACAAACA
TATTTATGAC
TTGATTTGAG
ACTAAACTAT
CATCCAGGGC
AAGGGGCTTT
AGCAGTTATA
AGAGAATTGT
CATCAGATGT
AACTGCATAA
TCAATCACCT
TAATAGGTAT
GCAACTTATA
TCCAATTGAT
AATCGAAGGA
AGTTGGTATC
AATTCTATTT
ATAGAATTAA
CTGACAAATA
AAACTTAGGA
GCAGCGCAGA
ARCAGCACAA
CAGTAGCAAG
CAACAATATT
GAGAACAATC
GGCAATAGAC

GGCGAATTCA
CAGACAGTAA
CCACAGGAGA
CGGGAAACAG
GGCACTGCAA
BAGCCAAAGC
CCRAAATAGA
ATAATCATAG
AACARAACTG
AAATTTCACA
BAARATAGAGA
GAAGTTATTG
AARBAGATGT
AGGACAAAAC
BRGCCACCTCA
AGGCAAGGTC
ADAGGCAGTAC
TAAATCAGTT
GATTAGGCTG
CATTACTCAG
AGAAARAGGG
TAACAGAAAT
CTATTATTCA
TGATTACTCA
CAAATACTCA
AAAGAGTGGT
TCTAGGTGGT
TATGTCCTTC
TTATCAGGGA
GGTACCACGA
CAACTACATG
GATCAAGGAA
AAACGGAATG
CATTTGATGA
ATATCTATGG
ATGGATARAG
AATCTAGTGC
ATAATCAATA
GGGGGAAAAT
GACAATAAGA
ACAAAGTTGT
GGCGACACCG
AAAACACCAA
GTTACAAATA
ATTAGTCATT
ATAATAAATT
ACCAAGATTC

FIG. 7C
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GATACTACCC
AACCAACARAC
AAAATCAAAA
CCAAACCAAC
AGACCGAGAA
CCGCCATTCA
GGTCAAAAGA
CCATACTACT
CAACGTGTAG
AAATTTTGAA
ATTCACACTC
GATAGATTGA
AATAGTAGTA
GATTCTTTGG
GCGCAAATCA
AGACATAGAA
AATCGATTCA
CAAGACTATG
TGAAGCAGCA
BATTAACAAA
ATAAAATTAC
ATTTACTACT
CTGAATCAAT
ATTACTCTTC
GATTTATAAA
ATATTCCTCT
GCTGATATTA
TGATCCAGGT
ACATAACACA
TACGCGTTTG
TACATGCAAT
TTAAGATCAT
TTATTCAATA
CATTATATTA
AACTTAACAA
AAATCAAATC
AACAATCACC
TAACAATTAT
CAAAACGACA
CTATACACGA
TCAACACAGC
AACCCAAAAA
CAATGARACC
TCATAATGTA
TTTATAATGA
AATGTTGCAG
AGAGGACCTC
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GGATGACATT
CAATTCAGAG
ATGTCAGATC
TCAAGAAGTG
TAAATCCAGA
AGTAGTCCTA
TACTACAGTA
TAATCTACGC
GGGAAATCTT
CCTAGTACCT
ATAATAGGAA
TTATGCTCAA
TATTGAGGAT
CAACAAGGTT
TTGTATCCAT
TCTCGGATAT
ATACAACTGG
TATAGCCCAT
TGATAAAGGC
TGAGCCARAA
AGBATATACA
AGGGGTAATT
GGCATAATGT
TCATGCCCAG
BAACCCATCG
CTAGAGAAAA
GAATTAGCTA
TTGTATCACA
ATCACAGAAG
CCARAAAACT
TTAAAAGAGA
GGAATAATAA
ATCCCACAGC
ATTCTCCTAT
TTGCCCCAAC
ACAAAAAATC
AATTAAGATC
TTTATCAGAT
CGGRATTAAT
ATAATCAAAT
AAGTTAGCAT
TAGCAATATA
ATCCATTCAA
AAAGCCARAA
AGAAGACCARA
TAGATAAACA
ATGTATTGTG

GGAACCTCAA
TCATGTTCAA
TCAGAAAATT
CCAATACAGA
CAAGTTCTGG
AGATAAGGTT
AATGGCTGTA
TTACACCTCT
ACCAAGTACT
GATTTAAATC
ATCTTGCTCT
CACCAAAAGT
ATTGTACTTG
TACAAATAAT
CAGTAGGACC
GGAGGTCTAG
TTGTCCTGGC
GGTTCTCAAA
ATAGATGCAA
TTATTGGGGA
TATATACTAG
GATATTTCTG
ACTATCACGG
ACGGATGTAT
GGGAGTGTTG
CCCAATCATT
TATATAACAG
CATTATGATA
TTTGAATACG
GCAGCTAAAT

.CCACCAGACA

AAARCTTAGG
GGCACRACAT
AGTTAAAGGA
CCTACGATAT
ARACTCAATA
AGTCTTAATG
ATCCAGAAAT
AATAAAATAA
GACTGATGGA
CGAARAAATGA
TCAAATGTTC
GACATGGTTT
ATGAGATTAC
ARGAATATAT
AAATTACAAT
ATGTAGTTGA

ES 2312347 T3

TACAGTCAGG
AACTATATCC

TATCAATGAT

GAATGACTCA
AGGTGTACAT
AATACCAGGG
TTAGARATCCC
AATCTTATCA
ACAAATAGGG
CCAGAGTCAC
CTGGCACTAT
TGATGAGAGA
ACATTGTCAC
AATATAACTT
AGGAATCTAT
AGCATGAAGA
AARACACAGA
TAGGAGAATG
CTTTTAGCTT
TCAGAAGGAA
ATCCACAAGT
ATTATAATAA
CCAGGAAATG
BAACAGGAGTT
TATCATCAGT
ACCTACTCAA
AACACTTCCA
AAGGGTATTG
TTTCAACCTA
TGATCATCGC
GACAACACAG
AGAAAAGTGT
CTGACATTCT
AAAATAGCAC
GGATGATGAT
AATTAGATAA
GAAAGAGTAA
GTCTAGTGAA
ATGAATTGCT
TTAAGAGATC
TGGAAGTAAT
ACATGACTTA
ACTATTAAGT
ATTCAATAGG
TGCTGATACA
GGGTATATARA
AGGGAGGTGG

AATAAATACA
CACTATCACT
CTAACARATA
TGATAGAGGT
CTGGTAACCC
CCAGGTTTAT
ATCGTTAGCA
CCCAGGGCTG
ATAATTACTA
ACATACATTT
TGAATACAGA
TCCGATTATG
TAATAATGGA
TTGATAAACC
TATAAGGGTA
RAACGGAGAC
GAGACTGTAA
GTAAACTCTA
GAGGGTGTGG
GATTACTTTT
TGGCACAGTA
TATAAGAATA
ATGAATGTCC
TACACTGATG
AATTCTTGAC
CAGCTACARA
GCTGCATATA
TTTTCATATA
TGTTATTCAA
ATATCGGATG
GAGATGATGC
GCAAGAAAAR
GTACCCTGAA
AACTGCATAC
TCAATACTGA
AAGACAACGG
ATGATCTTGG
ATGTTCCAAT
AAGTARAGCA
TATGGGTTAC
TATGATATCA
CCAATCAGAC
ATGACATGAG
CATAAAGATT
TCCAGAACTC
TGACTCCTGA
RATATAAGTT

FIG. 7D
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AGACTTCTCA
AACACAACAA
AAAGAGRACA
ATAGAACCCC
ATCTCTAACA
TAGCAACATC
ATCAATCATT
TCAARATATA
TAMATTCGGA
AATATTGATG
TGTTTATCAG
CATCAACAGG
TTAATTATAA
GTATGCAGCA
AAGTTATATT
GTAATATGTA
TCAGGCTTCT
TTATTGTTGT
ACTATTCCAA
ATTAGGTGAC
AATTACAGTT
AATTGGACTT
ATGGGGTCAT
CATATCCGCT
TCACARAAGT
TAGAATAAAT
CAACAACAAA
GTAGAAATAA
AACAGAAGTT
CCAGATGACA
AAGATATAAA
TGGACACTGA
TGTCACCTCA
AATAATGAGT
TTATTACTAG

.TCAATTAGGA

TAAATACACC
TATGTATACC
AGTAAAACAT
TGTACTATCG
ATGAAGATAT
AAATGGTATA
GAGATTACAA
ATAATCTATT
GTCTTAATAT
ATTGGTACTA
CATGTGCAAAR
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ATTGGATCCT
AAATAATAGA
ATATCACTAT
GGTTARACAG
AATCAATATT
TATATAGATA
AGCAGAAATT
CGAGTATAGC
TTGAAATTTG
TATAAATGGA
TACCTATTCA
GCCATATCAT
AAAATTTGAC
ATATGAAAGA
TATCCAGCTT
AAGATTGGTT
TATTAGATTA
ATCTCATATA
TGCARAAATG
TATTGGCGAA
GGAGAAATTG
TCCGCGGTAT
TTCAAGCTTA
TCAAAGAAGT
AACCGTAAGC
GGAGGTATGA
GGGTTAAAGG
AATATATGTT
CACTTGATGA
GGAATAGAAG
CATACATTTA
AAGGGGATAA
GATTATAAGG
TGATTCTTTG
ATGAAACTAT
TATGACGGAA
TTTTTGGTICT
TGGCGACATC
GGATATGTAT
TGGAATGAAT
TCAGGAATAT
GGAGGATTTA
AGATCCTACA
ATTTGTTAGA
GAGTCCTCCT
ACAATCTCAA
TACTACAGGA

ARATTACAAT
TGGACTATTC
TAGAACCGCT
CTCAGAGGGG
CGCAGCTGAG
AAATTTTRGA
TTCTCTTTCT
AGCAGAGAAA
ATACTATCAA
TATAGAGAAA
TGCACATGAA
ATGAAAATGC
AAGTTTATAG
TAAAGCATTA
CAAACCTGTT
GAAGTATTTA
CGTAGAATCA
GTTTARARGA
ACATACPAGA
TAATATAGGG
AATTACTCAA
AATGAGGTAT
TAATGCAATT
TTGAATTTAA
TGCTTCTTAA
ATCAACAGCT
AATTATTTAA
GGAGATCCTT
CCATCCTGAT
GGTTTTGCCA
GCAGCTGTCA
TCAAGCCATA
TTAAGAAAGA
AGAGAGGTTA
AATAAGTAGT
GAATCCTTCC
GAAACAATCA
GTTTGCAAAG
GCTCAATCTT
ATAAATCCAA
TCATTGGATG
ATTATATGGC
GTCGCTGCAT
TCGAGGTGTC
TTTTAGACTG
AATATAACCA
CTCACCARAC

ES 2312347 T3

CAATGTATTA
CTGACCTTAG
TGCATTATCG
CTTTTTTARA
TGTACAACAG
TGTATTCAAA
TCCGAACTTT
GTTAGAAAGT
TAAATGTCAT
GACATGGTGG
TTTATCATAA
TGTAGATTAT
AGCCTCAATT
TCCCCAAAGA
ATACCGCACT
TAGCAGATAG
GGATATTGGC
GAAAGAAATA
TGAGAGCTAC
AAATTCTTCC
GAGACTGACA
ACAATAATTC
AGCAGTTCCA
ATCAACAGAT
CGACAGATCT
TTATTCGGTG
TTGGCTGCAC
ATTGCCCGCC
TCAGGATTTT
AAAGTTATGG
AAATCGGTGT
GCTGTTACCA
GATTGTTTAT
TGGATGATCT
AAAATGTTTA
TCAGGCGTTA
TAGATGAGAC
GCCATTGAGA
CARAAATATC
CTATAACCCA
CAATATGCAT
CATGTCAAGG
TAGCTGATAT
CTTTACAGAA
GGCTTCAGAC
CCATGATAAA
CCATTACTAT

TAAAGGTAAC
GAGAAAGARC
CTCATTCAAA
TCACGTGTTA
AGGAAATACC
GRATCRACAA
TGGACACCCT
ATATGTACAC
GCTATTTTTT

TCAATGGCCT

ATGCGTACGG
TATAAGAGCT
GGRTGAAGAC
AATCTAACTG
AATGTGTCTC
TAAATTTGAT
TAGATGATCC
AAACAAGAAG
ACAAGTATTA
AAGAGARTGG
ACAATATCTA
ARRRAGTCAC
ATTTATCTTC
ATATACAATG
TAAAAAATAT
ATACTTGTAA
CCTCGCCTTG
ATCAGATATT
ATGTTCATRA
ACACTCATAT
AAGAGTTACT
CCAGAGTACC
AAAGATGTGG
GGGTCATGAG
TATATAGCAA
ARAGCATTGT
AAGATCAGCA
ATGGCTACTC
CAACAGTTGT
AAATATTAAA
CTCTAATCCC
TGTTTTGTCA
TAAAAGATTT
TTATGAATCA
CCCTATTCAT
GAATATAACT
CTGGATTATT

FIG. 7E
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AATTTATGGG
ATTTGACATA
CTCATGACCC
TCAGAAATGG
TAATGTGGAT
TAGATGAAAT
CCATTAGAGG
TGAGAAATGT
GTACAATAAT
CCAGTTACAT
ATCARATTCT
TCATAGGAAT
TTAACTATTT
GGACACAGTC
ATGATTCACG
CCCCACCAAG
TGAATTTAAT
GTAGACTTTT
TCAGAAACAT
GATGGTTAAA
TGTCTGGGGT
ACAGAGGAAC
TAATCAGAAG
ATGGATACGA
TGTTTAAATT
TCAGATATTT
AAAAGAGTAC
GAACATTTAC
TCCTAAAGGA
CTATCAGTGC
GCRATGGTTC
TAATAATTAT
TAAGATTTTT
CTCAAACTAA
AAGGATATAC
CTAGATGTGT
TCCTCAAATC
ACCTGTATTG
ATATAGCACT
GATCAATATT
TGCTAGTGTC
GAAACATTGG
ATAAAAGCAA
GGAACCAGGC
GTAACTTACC
GCAAGAAATG
TACAAGTACA
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ATGATAGAAG
AATTCTCCCA
TTAGGAATGC
GTAGGGATAA
CAACTATGAT
TAGTCAGTGA
ATATCATTAA
ARATGGACTT
TAACAGGATC
CCATATACAT
AACAGGAATA
AGAGATCTGA
AAGGCTGCTA
CGAAATATCT
TTACATTAGA
CTATCACATA
ATCACTTATT
CTATTAARGA
GTAATGTTAA
GAGTACAGGA
GTTGTATCAA
TTAGAGTTAA
CCCTTTAAAG
CTTATACAAT
ATATCAATAT
TCGGGATAAT
ACAGTCTGAT
ACATTTGGAG
GARAAATAGAA
AAGACACCTC
CCABAAGTGT
TGGTCCTAAT
GCGAGTACTC
CTTGAGATCT
ACAAGCATTT
TAGCATCTTT
GACGAATTAA
TAAATATGTG
TTACGTATGT
AATCCGCCTG
CTTAGACAAT
AGAGAAATAA
GTCGTAARAAA
GAATGTTACT
CACATCAGCT
CTTGAATTGT
ACTCTTTTTA

AGGATGAGGA
AGGGTTGCGC
TATAGCTGGT
ACAGAGGAGG
CTTGTACAAT
CAAGATTAAG
GACAAAAAAT
GAAACTCCAG
TGAGCATTGT
GGATGTATTT
GCATCATTAA
AGCACAATTG
TAAGAATAGC
TGGATGGAAG
TAGCTTAAAG
GGTTAARAAGA
AGAGTAAGCA
GGCAAATGAA
CAGGGTTAAG
CATARCCCTA
AGAGAGTTAC
TTAAATACCC
GATATAGATC
TGACATGAAT
GTACTGCAGT
CTTAAGGAGC
AACTGAATTT
GGTTACTCGT
GGAAGGGATC
ACATTCAGTA
TTAAGAGATT
ACTGCTAGTC
CTTGGATCTA
ATATCTGTGA
CTCTCAAGAC
TGGACCAAAT
AACAATACTT
CAAGTATCAG
GAGGAAAACT
ARACGATTGA
ATTGTTAAAA
AAGTAGTTAT
TAAGATCCAT
ACACATGGAA
GAGGTTATTT
CACAAATTTT
GGAGAAGGAG
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ATTAGCTGAG
ATGACATTTT
ATGTTGGATA
ATTAACCTAT
ATGAGACACT
TATGAAGATA
GTGGATGCAT
ATCCTTTAGA
AGGATATGTT
ACCAGGCAAT
GGGTCCCTTA
GGGTATATCA
AATGATATAT
CATCACAGAT
ATTTTGACAC
TACTGCTACT
GGTTCATCAC
ACTARAAGATA
TGTATTTGAA
TGGTCATGCA
AATGATGAGC
TGAGAGTAAT
TATCAAAATT
TACTGGGACG
TACAATAGCA
TGGTTGTAAT
CTGACCCTAG
GAATCAATTT
CCATTTGGG2A
CTTAAAGTAT
TTGGGATTGT
AGGACCAAGT
TTTATGAGAG
TAGTGACATG
ACCTTGCCTT
TTATTARATC
GGATCTGARAC
GACTGTTAAT
GCGATTAAGT
AGATTGGGAT
CTGTAAATGA
TTCTGGGGAT
AACGAGTGAT
TGACACTTCC
GGAGTAAACA
AATGAGGGAA
CAGGAGCTAT

TTCCTAATGG
AGATAATTCT
CAACAAAATC
AACTTATTAA
TAGTAAAACT
TGTGCTCAGT
TTATCAGGAG
GTTACTGTCT
ATTCAACTGA
CTTAATATAG
CTTTGGATCA
AAAATCTAAG
ACTTGGGCAT
TGCACAAACA
CAGTGACAAC
CAGATGABAAT
AATATCTAAT
CAAATCTTAT
TATCTATTTA
TCTACATATA
ATATCAATCC
GAATTTATAT
AATGGTTATA
ACACAGATAT
GATACAATGT
TGCAAATGAT
ATATACTAGT
GCATATACCC
TTATATAATG
TATCTAATGC
GGAGTTTTGA
TAAGCTTGCT
AATGGCTGAA
GAAATAGCAA
TGTGTGTTGT
TAACATATCT
ATCAAAGAAG
TAAATCATTC
ATCTGAGGAT
CCCATAGAAG
CAATTGCAGT
TAGCTCTAAA
TCTGAAGTTA
TCAGGGAGGA
GTACAAGTTG
GTTARAAAAG
GTTAGCATGT

FIG. 7F
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ACAGGAGAAT
CTTACTGGAA
ACTAATTCGA
GAAAGATAAG
TTAAGACTAA
AGACCTAGCC
GAAGAATGAT
GGAGTAATAA
AGGTGAAAGC
GATCAGCTGA
GTTACGGATG
CAAACCAGCT
TTGGGAATGA
CGTGCGAACT
ATCAACAAAT
TTTCTAGTAC
GATAATATGT
TTATCAACAG
GGTTAGAGGA
GAGGATGGAT
GGAGTCTACA
ATGATAAGGA
AGAGATCATT
TGTACATGCA
CGCAGCTAGA
GATGATATTA
GTTTCTCAAA
TTTATGGATT
AGAACATTAA
ACTATCTCAT
ATCCTATTTA
CTCTCAATTT
TGGAGCATCA
ATGATAGAAG
TTAGCAGAGA
AGAGAGACTT
ATCCTACTCT
CCCTCAACTG
TCGTGGCATT
ATGAGAATAT
GATAATCAAA
GAATTATCARA
ATGAAGCTTC
AGTTATCTAT
TCTGAAAGCT
ATAAAGATAG
TATGATGCTA
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13800
13850
13900
13950
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14050
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CACTCGGTCC
GTAATTGGTC
AGGTAAAAAA
TATTTAATGG
AGTTTAATAT
TGACATGGAG
ATTATAGTAT
CTAGTATCAA
CTATCTATAC
CATCCAATCC
TGTACTGTAA
ATCATCAGTA
GGAAGAACAA
TATGGGATAA
AATTAACTTA
CCAACATTAA
ATGTTCGAAT
AGGAAGATAT
TATCACGAAG
TTACTGACAG
CGGATATGTA
CAAGAAATAT
TGGTTTTTAA
CAAACTACTA
TTCAGGGTTA
ACAAAARATA
AAGTAAGARA
TTTGGT

TGCAATAAAT
AACGGGAATT
CTAGGAAATG
GAATCCCAAT
GGAGTGAATT
GGAGCAATAG
TATTAGGATT
AARTTATACC
AGGTTGTATT
TGCCTCAACA
TGGAACCCAG
GAAGAAAATA
CGAATGGTTA
TGAGGCCATA
AATCACTTAG
TAATATARATT
GGGTCAATAT
AATCTATTCC
ATTAGTACTA
GCCGTTTCCC
TCATTGGCTG
TGTCAAAAGT
CCAAAGAGGT
GGRATTCCCA
TGAATATGAT
AAACACCTAA
AACATATAAT
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TATTACAATT
AAAAATCTTC
TAACACAGAT
TCAACATGGA
AAATGATAAG
GCAAATCAGA
ACATATTTAA
AACTATTACT
GGAAGGATGT
GAGCTTTATT
TAATCTTGTT
ATCTATTAAA
CAGCATGARA
TCATACAGCA
CTAAAGAATT
CAAAGTTTTA
CACTCATGAC
CGCTTAAAAA
AGCTGGATAT
AGATGAAAAA
ATACTGATTT
TACAAAGAAC
CAAAATACTA
AACAGTACAA
AATGAATTTG
TCCTCTCCCA
ATACATATAC

CTGGTTTAAA
CCATCAGAAG
TCTTAATCGG
TAGGAAATAT
TCRATTGGTT
AGAAACTGTT
TTGGGGATGA
CCGAATTGGT
GAGTGTAGTG
TAATTTCAAA
TTATCAAAAC
ATGGATAATC
TCAAAGAAGG
CTGCAAATTT
TTTATCAACT
CAAGAACAAT
AATAAAAGAC
TAAGGGGAAG
CATTATCTTT
TTTGAAAATA
AGAATCTTTA
ACATAGGATT
ATGAAACTTA
AGAGTTAGAG
ATATTGATTA
TTCACTTCCA
CAARCAGAGT

FIG. 7G
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TATTACAGAT
TATCATTAGT
GTGAGGGTGT
GGAATGTGAG
TAGTACATTG
TTACATGAAC
TGATGTTGTT
CTAARATACT

.TCCCTTAARA

GGATGCTTAC
TTAARAGGAT
TTATCARAAA
AGAAAGGGAT
TTGGATTCCA
CCTGATTTAA
TAAAGATGTT
ATAAATTAGG
TTAAGATTAC
ATCAACCAGA
GGGCACAGAC
AAGTTATTAT
AATATCATAC
TAGGGGGAGT
GATCGATCAT
ATACATAAAA
ACAAAATGAA

TTTTCTCTTG

14150
14200
14250
14300
14350
14400
14450
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14550
14600
14650
14700
14750
14800
14850
14900
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15450
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> THE GOVERNMENT OF THE UNITED STATES OF AMERICA, como

<120> VACUNAS ATENUADAS QUIMERICAS HUMANO-BOVINO DEL VIRUS PARAINFLUENZA (PIV)
<130> 15280-399100PC

<140>
<141>

<150> 60/143,134
<151> 1999-07-09

<160> 31
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210>1
<211>17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Lugares de secuencias flanqueantes de polimorfismo de secuencia en

BPIV3 KA

<400> 1

actggtt 7

<210>2
<211> 12
<212> ADN

<213>
<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para introduccién de rBPIV3 Ka por el

lugar Sgr Al

<400> 2
tccaacattg ca 12

<211>12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para introduccién de rHPIV3 s por el
lugar de Sgr Al



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312347 T3
<400> 3

tccaccggtg ca 12

<210> 4
<211>12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para la introducciéon de tHPIV3 JS por

el lugar de Sgr Al

<400> 4
tccaccggtg ca 12

<210>5
<211>12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para la introduccién de rtHPIV3 s por el

lugar de Sgr Al

<400> 5
cgcaccggtg ta 12

<210> 6
<211>10
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para la introduccién de rBPIV3 Ka por

el lugar de Bsi W1

<400> 6

gatataaaga 10

<210>17
<211>10
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Luagar de flanqueo de secuencia para la introduccién de rBPIV3 s por
el lugar de Bsi W1

<400> 7

gacgtacgga 10

<210> 8
<211> 10
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para la introduccién de tHPIV3 JS por

el lugar de Bsi W1

<400> 8
gacaaaaggg 10

<210>9
<211> 10
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para la introduccién de tHPIV3 s por el

lugar de Bsi W1

<400> 9

gacgtacggg 10

<210> 10
<211>11
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Coddn de inicio del flanqueo de secuencia del gen N

<400> 10

caaaaatgtt g 11

<210> 11
<211> 12
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Codén de parada del flanqueo de secuencia del gen N

<400> 11
gcaactaatc ga 12

<210> 12
<211>12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Lugar de restriccion introducido en secuencia flanqueante en el codén
de inicio del gen N

<400> 12

taaccatggt ga 12

<210> 13
<211> 12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Lugar de restriccion introducido en secuencia flanqueante en el codén
de parada del gen N

<400> 13

gcacttaagc ac 12

<210> 14
<211>12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Mutacién de secuencia flanqueante para establecer contexto para el
codon de inicio del gen N
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<400> 14

caaaaatgtt ga 12

<210> 15
<211> 12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Mutacién de secuencia flanqueante para establecer contexto para el

codén de parada del gen N

<400> 15

gcaactagtc ga 12

<210> 16
<211>40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Secuencia flanqueante del codén de inicio del gen N en rJS

<400> 16

ggaactctat aatttcaaaa atgttgagcc tatttgatac 40

<210> 17
<211>40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Secuencia flanqueante del codén de inicio del gen N en cKa y ¢SF

<400> 17

ggaactctat aatttcaaaa atgttgagtc tattcgacac 40

<210> 18
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripciodn de la secuencia artificial: Secuencia flanqueante del codén de inicio del gen N en Ka y SF
<400> 18

gaaatcctaa gactgtaatc atgttgagtc tattcgacac 40

<210> 19
<211>40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Secuencia flanqueante del codén de parada del gen N en rJS

<400> 19

ttaacgcatt tggaagcaac taatcgaatc aacattttaa 40

<210> 20
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Secuencia flanqueante del codén de parada del gen N en cKa y cSF

<400> 20

tcagtgcatt cggaagcaac tagtcgaatc aacattttaa 40

<210> 21
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Secuencia flanqueante del codén de parada del gen N en Ka y SF

<400> 21

tcagtgcatt cggaagcaac tagtcacaaa gagatgacca 40

<210> 22
<211> 15456
<212> ADN

<213> Virus Parainfluenza 3 bovina (cepa Ka)
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<400> 22

accaaacaag
taaagaactt
tattcgacac
ttattccegg
acaatgataa
agcatgcgca
aattatattt
agaaagaccc
atgaaaagac
tgcaaaatgg
cgtgtecttgg
tatcaggatt
ttaaatccag
cccaacagag
atgatctgac
gtcttgcttc
ctctgtctac
caaaggggcece
caccaggcaa
aggccatgca
gtcaagcagt
gggtcacaca
atacaacctt
cagggcagcc
ttccttatge

agaagagact
taccgaaagg
attcagtgeg
gcaaaaaaac
aatgacattg
aagagctgga
aacatcaaat
aggaagacag
aactgattgg
tagaagcact
agcccttata
gaggaaagga
tctagtgttg
cttggtaaca
aacaatagaa
atttttcaac
ccttagaccg
acgtgctect
ctatcctgcce
acagtatgta
ggcacgtgat
agaagccaag
tcataagccet
tgaatccaga
atgggcagac
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ggtttgggaa
taaggggaaa
cgtaggcagg
actgtgtcta
gctcttetcet
tttttagttt
ggtagtaatgq
aaatatggtg
atgttcggga
tctacaatcg
atccaagttt
ttctttacte
agcggtgatg
ctcatggttg
aagaatatac
acaatcagat
gatatcaaca
tttatatgca
ctctggagtt
acaggaaggt
gcecgagtcge
caaagcttga
acagggggat
ggagatcagg
gaaaccggga

tattaattca
gaaatcctaa
agaacataac
tatttgctct
ttttgtctca
ctctgttate
cagatgttaa
ggtttgtcgt
gtgatcttga
aggatcttgt
ggataatact
ggttagaagc
cagtagaaca
aaacactgat
agattgtagg
atggcattga
gactcaaggce
ttttgagaga
atgcgatggg
cttatctgga
agatgagttc
agaaacacat
cagccataga
atcaaggaga
atgacaatca

aataaaaatt
gactgtaatc
gaaatcagcet
tggaccatca
ttctttagac
aatggcttat
atatgttatc
caagactaga
gtatgatcaa
tcatactttt
tgttaaggct
atttcgacaa
aattggatca
aacaatgaac
aaactacatc
gactagaatg
actgatcgag
tcecgtgeat
tgtageagtt
tattgaaatg
aatattagag
gaagaacatc
aatggcgata
tgagcctcgg
aactgaatca

aacttaggat
atgttgagtc
ggtggggctg
ataacagatg
aatgaaaagce
gccaacccag
tacatgatag
gagatggttt
gacaatatgt
ggatatccat
ataaccagta
gatggaacag
attatgaggt
acaggcagga
agagatgcag
gcagctctaa
ttatatctat
ggtgagtttg
gtacaaaaca
ttccaacttg
gatgaactgg
agcagttcag
gatgaagaag
tcateccatag
actacagaaa

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
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ttgacagcat
agaaaaggaa
aaatagatga
accagcaaca
gacaaatcca
aaacaatcaa
atcggccecte
cagcaatgaa
caaaacaaca
ggcatcacac
gggaggatat
aatctccaga
caatgaagtt
tgttccagtce
tgatgatgga
gactgccgeca
gtatcaatca
agacacagac
gagccagaaa
atcccagggg
agaatcaaca
aagcagaaca
ggacacagaa
tgtaatccaa
gaatgtccta
aggagtgtca
gaaaactgat
acaattatca
gaagaaggac
agagaaaata
catccctgac
agaaataaac
cagtacaatg
gcaatcatac
ggacatgttc
aaaaccaata
cataacaaag
aatcctecga
tctccgagaa
tacctcatat
atgtettttt
gtgatctaga
tggctagata
aagtaagaag
ctgaactata
ttgcacttgc
tgaactgcac
tatcattgec

caaaactgaa
acagagtgac
tttgttcagt
agtaagaaaa
gaatccaacc
atcatggatt
gacatcattg
atcaacacag
gaaacaagca
gaacgtgcca
aggagaggaa
agcagcccag
ggagagatgg
aaggtatcag
agaggcctgg
acactagatg
acaccccaga
aaacaatcat
atcctcaaag
aagagaatca
aaccaaacce
acctccgaac
gagagcactce
tctgcagcaa
aacaatgcag
atggatcatg
cttaaaaaga
ctgatcacat
caaccagaac
aagaaagtca
ctctatagat
agattgaatg
agatcattaa
atcaacgaac
aatgaggatg
gcacaaaaca
atctccagat
aacaatgagc
tggcaacata
tagggttgtce
actgggcttc
tgatgatcca
caccggaaat
aactgtaaag
tccatggtcece
tcctcaatgt
agcaattgga
taatacaata
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caaagaaaca
ccgagatcaa
gcattcggaa
acttaggatt
acaactcaat
cttgggaaga
aattcatact
gaaccacaag
aggaaaatag
cagagacaaa
gcagcccaga
atcctaacaa
ataaggactc
gaagtgatgc
aatctatcag
acgaagaaga
acagtgacaa
caatattgga
ccagcacgaa
catcctggaa
atcagacatc
caaggatcaa
gatttacaga
aattagacct
atactgcatc
ataccaaatt
tggatgaatc
cattaatctc
ctagcgggag
ggtttgacce
caatagagaa
atgaatccaa
taataatcat
tcaagctctg
tcagctccca
gccaatcaga
catagatgat
atcaccaact
gagcegttac
aagataggag
tttgagatgg
agttacaagg
gatcaggaac
gctacggaga
agtagattaa
cttccactag
tcaataactc
tcaataaatc

tcagagacag
ctgacatcac
gcaactagtc
aatggaaatt
caaccaaaga
gggatcagga
cagcaccgac
acttagcacg
tggaccagct
agatagaaat
tagtagaact
tggaacccaa
tactaagagg
cattcctcca
tacatttgat
actccttatg
gggaattaaa
ctacgaacte
tacaggagaa
catcctcaac
aacctcggga
gacacaaaag
aagggcgatt
ataccaagac
aaagatagac
aaatcagatt
acatagaaga
aaatcttaaa
gacatccatg
tcttatggaa
aacaccagaa
tgccactaga
taacaacagc
caagagtgac
gtaaaccgcc
gaccaccccea
taagaaaaac
ccacaatcta
cactcaaggt
atcecgceccaa
aaaggtcaaa
tttgtggctc
tcctacaggce
tgatagttta
gaaaagggat
atagagggat
tattcaaaat
tacaagtaca

gctgaacaaa
aaacaacaca
acaaagagat
atccaatcca
ttcatggaag
gataaatcat
tcccaagaga
acaatctacc
aacaaaaatc
gttaatcagg
gagactatgg
atccaggaag
gaaatgcgac
acaaaacaag
tcaggatata
aagaacaaca
aaaggggttg
aacttcaaag
ccaacaagac
agcgagagcg
cagaaccaca
acggatggaa
acattattac
aagagagttg
ttectagcag
cagaacgaga
ctaattgaga
attatgacag
atcaagacaa
acacagggca
aacgacacac
ttagtaccta
aatttatcat
gaggaagtgt
aaccaagggt
atacaccaaa
ttaggatgaa
cacattcccea
caatgaacag
acatggatcc
agacaggtat
tggatcattg
tgcaaccaag
cactgtacaa
gttatttgac
aaaattcagg
ccctaagtce
tatcaaaaca

agactcaacg
aatcaaactg
gaccactatce
gagacggaag
acaatgttca
ctgacatctc
acacggcaga
aacctgaatce
gacagtttgg
agactgtaca
tcactcgaag
atattgatta
aatttaaaga
atggagacgg
ccagtatagt
ggccaagaaa
gaaggccaaa
gatcgaagaa
cacagaatgg
gcaatcgaac
caatgggacce
aggaaagaga
agaatcttgg
tgtgtgtggc
gtttgatgat
tattaagttt
atcaaaaaga
agagaggagg
aagcaaaaga
tcgagaaaaa
agatcaaatc
gaagaataag
caaaagcaaa
ctgagttgat
caacaccaag
ccaatcaaca
aggactaatc
gaatcctctt
agaaaggcca
agatatctqg
gggagcataa
ccacttgggt
ctcgatatag
aacatcaaac
gctaataagg
gtgatatttg
atggcattgt
ggagttcaga

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
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