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DESCRIPCIÓN

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 invención

El virus paragripal humano tipo 3 (HPIV3) es una causa común de graves infecciones del tracto respiratorio infe-
rior en lactantes y niños menores de un año. Es el segundo después del virus respiratorio sincitial (RSV) como causa
de hospitalización 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. I., 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 niños menores de 3 años. El HPIV1 y el HPIV2 son los principales agentes
etiológicos de la laringotraqueobronquitis (obstrucción laríngea) y también pueden causar neumonías y bronquiolitis
graves (Collins et al., 1996, cita anterior). En un estudio a largo plazo durante un periodo de 20 años, los HPIV1,
HPIV2, y HPIV3 se identificaron como agentes etiológicos 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 razón, 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 proporción de casos de derrames del oído medio inducidos viral-
mente en niños 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 acompañan a estas infecciones por HPIV. Los HPIV1, HPIV2, y HPIV3 son serotipos definidos que
no provocan una inmunidad significativa de protección cruzada. Los antígenos mayores protectores de los PIV son la
hemaglutinina (HN) y las glucoproteínas de fusión (F), que median en la unión, penetración y liberación del virus. La
protección frente a la reinfección está mediada principalmente por los anticuerpos neutralizantes del virus.

A pesar de los considerables esfuerzos realizados para desarrollar terapias vacunales eficaces contra el HPIV,
todavía no se han conseguido agentes vacunales aprobados que eviten la enfermedad relacionada con el HPIV. Las
perspectivas más 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 situación
experimental que simula los que están 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), están en evaluación clínica (Karron et al., Pediatr. Infect. Dis. J.
15: 650-654, 1996; Karron et al., 1995a, cita anterior; Karron et al., 1995b, cita anterior). El BPIV3, candidato para
la vacuna, es atenuado, genéticamente estable e inmunógeno en lactantes humanos y en niños. Un segundo PIV3,
candidato para la vacuna, el JS cp45, es un mutante adaptado al frío, 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
frío (cp), candidato para la vacuna, presenta los fenotipos de sensibilidad a la temperatura (ts), de adaptación al frío
(ca), y de atenuación (att), que son estables después de la replicación viral in vivo. El virus cp45 es protector frente
a la exposición a PIV3 humano en animales experimentales y es atenuado, genéticamente estable, e inmunógeno en
lactantes humanos y niños 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 biológico, no hay ningún método probado para ajustar su nivel de atenuación tanto como
sería necesario para una amplia aplicación clínica.

Para facilitar el desarrollo de los PIV candidatos para la vacuna, la tecnología 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 sarampión (MeV), el virus de la parotiditis
(MuV) y el virus Sendai (SeV) a partir de RNA antigenómico codificado por cDNA en presencia de proteínas víricas
esenciales (véase, por ejemplo, Garcin et 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 Cells1: 569-579, 1996, Roberts et al., Virology 247: 1-6, 1998; Baron et al., J. Virol.
71: 1265-1271, 1997; Publicación 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 et 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 más específico, se desarrolló recientemente un método para producir HPIV con un fenotipo wt a
partir de cDNA, para recuperación 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 publicación 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 adición, estas descripciones admiten la manipulación
genética de clones de cDNA vírico para determinar la base genética de los cambios fenotípicos en mutantes biológicos,
por ejemplo, cuyas mutaciones en el virus HPIV3 cp45 especifican sus fenotipos ts, ca y att, y cuyos gen o genes o
segmentos genómicos de BPIV3 especifican su fenotipo de atenuación. 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 atenuación, inmunogenicidad y estabilidad fenotípica (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).

Así, el PIV3 recombinante, natural, infeccioso (r)PIV3, así 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 atenuación de los virus de vacuna existentes.
Por ejemplo, se ha visto que las tres sustituciones de aminoácidos encontradas en el gen L de cp45, individualmente
o en combinación, especifican los fenotipos ts y de atenuación. En otras regiones del PIV3 cp45, están presentes
mutaciones ts y atenuantes adicionales. En adición, 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 hámster 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 hámster (Skiadopoulos et al., Vaccine18: 503-510, 1999a).

El BPIV3, que está 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 años
para el control de viruela. Durante los dos siglos siguientes, el virus vaccinia tuvo éxito para controlar esta enfermedad
y desempeñó un papel esencial en la erradicación final de la viruela. En esta propuesta “Jenneriana” para el desarrollo
de la vacuna, se utilizó 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 sólido de la base genética para esta forma
de restricción del rango de hospedadores. La evolución de un virus en su hospedador mamífero o aviar tiene como
resultado una significativa divergencia de las secuencias de nucleótidos (nt) y de aminoácidos con las correspondientes
secuencias en el virus humano relacionado. Esta secuencia divergente, que consiste en un gran número de diferencias
de la secuencia, especifica el fenotipo de atenuación del rango de hospedadores. Tener un fenotipo de atenuación que se
basa en numerosas diferencias de secuencia es una propiedad deseable en un virus vacunal puesto que esto contribuiría
a la estabilidad del fenotipo de atenuación del virus animal después de su replicación 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 está muy relacionada antigénicamente (Kapikian
et al., Adv. Exp. Med. Biol. 327: 59-69, 1992). Puesto que existía la necesidad de una vacuna multivalente que pudiera
inducir resistencia frente a cada uno de los cuatro principales serotipos de rotavirus humano, se modificó 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 contenía 10 genes de RRV más un único gen de
rotavirus humano que codificaba el principal antígeno de neutralización (VP7) de los serotipos 1, 2, o 4. Se intentó
preparar la sustitución de un único gen de los RRV reordenados con las características de atenuación de este virus
de simio y la especificidad de neutralización de los serotipos de rotavirus humano 1, 2, o 4. La vacuna cuadrivalente
basada en la restricción del rango de hospedadores del RRV simio en los seres humanos proporcionó un alto nivel
de eficacia frente a la infección por rotavirus humano en lactantes y niños pequeños (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 más mayores que carecen de anticuerpos maternales, por lo tanto se está desarrollando una segunda
generación 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 está explorando también para desarrollar vacunas para el virus paragripal tipo 1 y para el
virus de la hepatitis A que son atenuados e inmunógenos en primates no humanos (Emerson et al., J. Infect. Dis. 173:
592-597, 1996; Hurwitz et al., Vaccine15: 533-540, 1997). Se utilizó el método Jenneriano para el desarrollo de una
vacuna viva atenuada para el virus de la gripe A pero falló 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 glucoproteínas 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 más 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 atenuación fueron cartografiados utilizando virus reordenados
que tienen un único segmento génico procedente de la atenuación de un virus de la gripe A aviar y los genes restantes
procedentes de una cepa humana. Se demostró que las polimerasas (PB1, PB2) no estructurales (NS), y los genes M
contribuían al fenotipo de atenuación 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 restricción del rango de hospedadores del virus sincitial respiratorio bovino (BRSV) para
la replicación en chimpancés se alivió sólo ligeramente reemplazando las glucoproteínas F y G de BRSV con sus
homólogas de HRSV. Esto indica que las F y G están implicadas en esta restricción del rango de hospedadores, pero
que también están implicados uno o más genes adicionales del RSV bovino (Buchholz et al., J. Virol. 74: 1187-1199,
2000). Esto ilustra que más de un gen puede contribuir de forma imprevisible al fenotipo de restricción del rango de
hospedadores de un virus mamífero o aviar en los primates.

La presente invención 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 atenuación se basa completamente o en parte en los efectos del rango
de hospedadores, mientras que al menos uno o más de los determinantes mayores antigénicos de la neutralización y
protección del virus quimérico es homólogo con el virus frente al cual se dirige la vacuna. Las proteínas HN y F de
BPIV3 están relacionadas cada una aproximadamente en un 80% por la secuencia de aminoácidos con sus corres-
pondientes proteínas de HPIV3 (Suzu et al., Nucleic Acids Res. 15: 2945-2958, 1987) y relacionadas en un 25% por
análisis 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 inmunización de primates no humanos con el virus Ka indujo anticuerpos
reactivos con HPIV3 e indujo resistencia a la replicación del virus humano en el tracto respiratorio superior e in-
ferior de los monos (id). La subsiguiente evaluación de la cepa Ka en los seres humanos indicó que el virus era
satisfactoriamente atenuado para los lactantes seronegativos, y retenía el fenotipo de atenuación después de repli-
cación en lactantes y niños 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 niños
seronegativos totalmente susceptibles, y que su fenotipo de atenuación era estable después de replicación en los seres
humanos.

Sin embargo, el nivel de anticuerpos que inhiben la hemaglutinación sérica, reactivos con HPIV3, inducidos en
los vacunados seronegativos que recibieron 105,0 dosis50 infecciosas de cultivo de tejidos (TCID)50 de la cepa Ka de
BPIV3 fue 1:10,5, que era tres veces más 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 más bajo de anticuerpos
frente al virus humano inducidos por BPIV3 reflejó 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.

Aunque es claro que el BPIV3 tiene genes para el rango de hospedadores que restringen la replicación en el tracto
respiratorio de los monos rhesus, chimpancés y seres humanos, permanecen desconocidas cuales de las proteínas o
secuencias no codificadoras bovinas contribuyen a esta restricción de la replicación por el rango de hospedadores.
Es posible que cualquiera de las proteínas o secuencias no codificadoras de BPIV3 puedan conferir un fenotipo del
rango de hospedadores. No es posible determinar con anticipación qué genes o segmentos genómicos conferirán un
fenotipo de atenuación. Esto sólo se puede conseguir por la sustitución sistemática con secuencias codificadoras y
no codificadoras de BPIV3 de sus homólogas de HPIV3 y por la evaluación 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 niños debidas a la infección por HPIV. Entre los desafíos pendientes en este contexto, está la necesidad
de dispositivos adicionales para generar candidatos para vacunas inmunógenos, adecuadamente atenuados, y genéti-
camente estables, para uso en diversas situaciones clínicas. Para facilitar estas metas, se deben ampliar los métodos
existentes para identificar e incorporar mutaciones atenuantes a las cepas de vacuna recombinante. Además, se re-
conoce que se pueden implementar métodos y composiciones para diseñar vacunas frente al PIV humano así como
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diseñar nuevos candidatos para vacunas de uso veterinario. Sorprendentemente, la presente invención satisface estas
necesidades y proporciona ventajas adicionales como se describe aquí más adelante.

Sumario de la invención

La presente invención proporciona virus paragripales (PIVs) quiméricos humano-bovinos que son infecciosos y
atenuados en los seres humanos y otros mamíferos. En aspectos relacionados, la invención proporciona nuevos méto-
dos para diseñar y producir PIVs quiméricos humano-bovinos atenuados, que son útiles en diferentes composiciones
para generar una respuesta inmunitaria deseada frente a PIV en un hospedador susceptible a la infección por PIV.
Dentro de estos aspectos de la invención están incluidas nuevas moléculas de polinucleótidos 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 más genes o
segmentos genómicos heterólogos de un virus PIV diferente. También se proporcionan dentro de la invención métodos
y composiciones que incorporan PIV quiméricos humano-bovinos para la profilaxis y el tratamiento de la infección
por PIV.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invención, se proporciona una molécula de polinucleótido 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 más genes o segmentos genómicos
heterólogos de uno o más PIV diferentes para formar un genoma o antigenoma de PIV quimérico humano-bovino en
el que al menos uno de los genes o segmentos genómicos heterólogos codifica una proteína mayor de la nucleocápsida
(N) del PIV bovino.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona un virus paragripal (PIV) quiméri-
co humano-bovino infeccioso, que comprende una proteína mayor de la nucleocápsida (N), una fosfoproteína de la
nucleocápsida (P), una proteína polimerasa de gran dimensión (L), y un genoma o antigenoma quimérico humano-
bovino codificado por el polinucleótido.

Preferiblemente, el PIV quimérico comprende además uno o más genes o segmentos genómicos heterólogos adi-
cionales que codifican una o más proteínas N, P, C, D, V, M, F, HN y/o L de PIV o fragmentos de las mismas.

Preferiblemente, dichos uno o más genes o segmentos genómicos heterólogos incluyen un marco de lectura abierto
completo (ORF) de una o más proteínas N, P, C, D, V, M, F, HN y/o L de PIV.

Preferiblemente, dichos uno o más genes o segmentos genómicos heterólogos incluyen un elemento regulador
heterólogo que comprende una región extragénica de cabeza 3’ o de cola 5’, una señal de partida del gen, una señal
de final del gen, un sitio de edición de RNA, una señal de encapsidación, una región intergénica, o una región no
codificadora en 3’ o 5’.

Preferiblemente, un gen o segmento genómico heterólogo o bien sustituye a un gen o segmento genómico homó-
logo en un genoma o antigenoma de fondo de PIV parcial o completo;

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

se añade o sustituye en una posición correspondiente a una posición de orden del gen natural, de un gen o segmento
genómico homólogo dentro del genoma o antigenoma de fondo de PIV parcial o completo; o bien

se añade o sustituye en una posición que está más próxima al promotor o más distante del promotor en comparación
con una posición de orden del gen natural, de un gen o segmento genómico homólogo dentro del genoma o antigenoma
de fondo de PIV parcial o completo.

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

Preferiblemente, el genoma o antigenoma de PIV quimérico humano-bovino codifica una glucoproteína quimérica
que tiene un ectodominio de glucoproteína de HPIV, un determinante antigénico o un epítopo inmunógeno.

Preferiblemente, el segmento genómico heterólogo codifica un ectodominio de glucoproteína.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma quimérico se modifica además por adición o sustitución de uno o más
genes o segmentos genómicos heterólogos adicionales procedentes de un PIV humano dentro del genoma o antige-
noma quimérico, para aumentar la estabilidad genética o alterar la atenuación, la reactogenicidad o el crecimiento en
cultivo del virus quimérico.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma se modifica además por introducción de una o más mutaciones atenuan-
tes identificadas en un PIV mutante de origen biológico u otro virus mutante no segmentado, con RNA de cadena
negativa.
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Preferiblemente, las mutaciones atenuantes, una o más, se estabilizan mediante cambios múltiples de nucleótidos
en un codón que especifica la mutación.

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

Preferiblemente, una mutación atenuante adicional altera uno o más de los genes N, P, C, D, V, M, F, HN y/o L de
PIV y/o una región de cabeza en 3’, de cola en 5’, un sitio de edición de RNA, una señal de encapsidación y/o una
región intergénica.

Preferiblemente, uno o más genes del genoma o antigenoma quimérico se delecionan en su totalidad o en parte o
la expresión de los genes se reduce o se elimina por una mutación en un sitio de edición de RNA, por una mutación
por desplazamiento del marco de lectura, por una mutación que altera un aminoácido especificado por un codón de
iniciación, o por introducción de uno o más codones de terminación en un marco de lectura abierto (ORF) del gen.

Preferiblemente, se introduce una modificación en el genoma o antigenoma quimérico que comprende una deleción
parcial o completa de uno o más ORF de C, D y/o V o uno o más cambios de nucleótidos, que reduce o elimina la
expresión de dichos uno o más 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 epítopo ayudador de los linfocitos T, un marcador de sitio de restricción, o una proteína de un
patógeno microbiano capaz de provocar una respuesta inmunitaria protectora en un mamífero hospedador.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma quimérico comprende además uno o más genes o segmentos genómicos
heterólogos que codifican uno o más determinantes antigénicos de uno o más patógenos heterólogos.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma de fondo es un genoma o antigenoma de HPIV3 parcial o completo y
los genes o segmentos genómicos heterólogos que codifican los determinantes antigénicos son de uno o más HPIVs
heterólogos.

Preferiblemente, el patógeno heterólogo se selecciona entre el virus del sarampión, 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 más determinantes antigénicos se seleccionan de los genes o segmentos genómicos de
HPIV1 o HPIV2 que codifican una o más glucoproteínas HN y/o F o dominios antigénicos, fragmentos o epítopos de
las mismas y se añaden o se incorporan dentro del genoma o antigenoma de fondo de HPIV3 parcial o completo.

Preferiblemente, ambos genes de HPIV1 que codifican las glucoproteínas HN y F, sustituyen a los genes homólogos
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 adición o incorporación de uno o más genes o segmentos genómicos que
codifican uno o más determinantes antigénicos de HPIV2.

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

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

Preferiblemente, el patógeno heterólogo es el virus del sarampión, y el determinante o determinantes antigénicos
heterólogos se seleccionan entre las proteínas HA y F del virus del sarampión, y los dominios antigénicos, fragmentos
y epítopos de las mismas.

Preferiblemente, se añade una unidad de transcripción que comprende un marco de lectura abierto (ORF) de un
gen HA del virus del sarampión, 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 genómico procedente del virus sincitial respirato-
rio (RSV).

Preferiblemente, el gen o segmento genómico procedente del RSV codifica una glucoproteína F y/o G de RSV o
dominios inmunógenos o epítopos de la misma.

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

Preferiblemente, uno o más genes de las glucoproteínas HN y/o F de HPIV están sustituidos por sus genes homó-
logos de las glucoproteínas HN y/o F de BPIV en el genoma o antigenoma quimérico.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, se proporciona una composición inmunógena para provocar
una respuesta inmunitaria frente a PIV que comprende una cantidad inmunogénicamente suficiente del PIV quimérico
en un vehículo fisiológicamente aceptable.

Preferiblemente, la composición inmunógena se formula en una dosis de 103 a 107 PFU.

Preferiblemente, la composición inmunógena se formula para administración al tracto respiratorio superior por
pulverización, gotitas o aerosol.

Preferiblemente, el PIV quimérico provoca una respuesta inmunitaria frente a uno o más 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 invención, se proporciona una molécula de polinucleótido aislada que
comprende un polinucleótido que codifica un genoma o antigenoma de un PIV quimérico.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, se proporciona un método para producir una partícula de
PIV quimérica atenuada infecciosa a partir de una o más moléculas de polinucleótido aisladas que codifican dicho 7
PIV, que comprende: la expresión en un lisado celular o libre de células de un vector de expresión que comprende un
polinucleótido aislado según cualquiera de las reivindicaciones 1 o 36 y las proteínas N, P, y L de PIV.

Preferiblemente, el genoma o antigenoma de PIV quimérico y las proteínas N, P, y L son expresados por dos o más
vectores de expresión diferentes.

De acuerdo con otro aspecto más de la presente invención, se proporciona un vector de expresión que compren-
de un promotor de transcripción ligado de forma funcional, una secuencia de polinucleótidos y un terminador de
transcripción.

Se describe así 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 recuperación 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 biológico. Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invención se preparan
por ingeniería recombinante para incorporar secuencias de nucleótidos procedentes de cepas de PIV tanto humanas
como bovinas para producir un virus o partícula subviral quimérico, infeccioso. De esta manera, los virus candidatos
para la vacuna se preparan por ingeniería recombinante para provocar una respuesta inmunitaria frente a PIV en un
mamífero hospedador susceptible a la infección por PIV, incluyendo los seres humanos y los primates no humanos. El
PIV quimérico humano-bovino según la invención puede ser preparado para provocar una respuesta inmunitaria frente
a un PIV específico, por ejemplo, HPIV3, o una respuesta poliespecífica frente a múltiples PIVs, por ejemplo, HPIV1
y HPIV3. Se pueden diseñar virus quiméricos adicionales de acuerdo con lo expuesto aquí, que sirven como vectores
para antígenos de patógenos no PIV, por ejemplo el virus sincitial respiratorio (RSV) o el virus del sarampión.

Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invención tomados como ejemplo, incorporan un genoma o antigenoma
de PIV quimérico que comprende secuencias de polinucleótidos tanto humanas como bovinas, así como una proteína
mayor de la nucleocápsida (N), una fosfoproteína (P) de la nucleocápsida, y una proteína polimerasa de gran dimen-
sión (L). Se pueden incluir proteínas adicionales de PIV en diferentes combinaciones para proporcionar un intervalo
de partículas subvirales infecciosas, hasta una partícula viral completa o una partícula viral que contiene proteínas
supernumerarias, determinantes antigénicos u otros componentes adicionales.

Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invención 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 más genes o
segmentos genómicos heterólogos 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 invención, el PIV quimérico incorpora un genoma o
antigenoma de fondo de PIV humano parcial o completo, combinado con uno o más genes o segmentos genómicos
heterólogos procedentes de un PIV bovino.
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El genoma o antigenoma de fondo, parcial o completo, actúa típicamente como un esqueleto receptor o vector
al cual se importan los genes o segmentos genómicos heterólogos del PIV humano o bovino homólogo. Los genes
o segmentos genómicos heterólogos procedentes del PIV homólogo humano o bovino representan los genes o po-
linucleótidos “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 características fenotípicas en comparación con uno o ambos
de los PIVs contribuyentes. Por ejemplo, la adición o sustitución de genes o segmentos genómicos heterólogos den-
tro de una cepa de PIV receptora seleccionada puede producir un aumento o reducción en la atenuación, cambios
en el crecimiento, alteración de la inmunogenicidad, u otros cambios fenotípicos deseados en comparación con el
correspondiente fenotipo o fenotipos del receptor y/o donante utilizado.

Los genes y segmentos genómicos que se pueden seleccionar para utilizar como sustituciones o adiciones heteró-
logas dentro del PIV quimérico humano-bovino de la invención, incluyen genes o segmentos genómicos que codifican
las proteínas N, P, C, D, V, M, F, SH (cuando sea apropiado), HN y/o L de PIV o porciones de las mismas. Además,
los genes y segmentos genómicos que codifican proteínas no PIV, por ejemplo, una proteína SH que se encuentra en el
virus de la parotiditis y en el SV5, se pueden incorporar dentro del PIV humano-bovino de la invención. 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’ o 5’, son útiles también como sustituciones o
adiciones heterólogas.

Los PIV quiméricos humano-bovinos preferidos como candidatos para la vacuna, llevan uno o más de los determi-
nantes mayores antigénicos de HPIV3 en un fondo que está atenuado por la sustitución o adición de uno o más genes
o segmentos genómicos de BPIV3. Los antígenos mayores protectores de los PIV son sus glucoproteínas HN y F,
aunque también otras proteínas 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 añade o en el cual están sustituidos uno o más genes o segmentos genómicos
de BPIV, preferiblemente de BPIV3. En un ejemplo de realización descrito más adelante, un ORF del gen N de un
BPIV3 sustituye al de un HPIV.

De acuerdo con los métodos de la invención, cualquier gen o segmento genómico de BPIV, individualmente o en
combinación con uno o más 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 será un aceptor razonable para atenuar el gen o los genes de BPIV. En general,
los genes o segmentos genómicos de HPIV3 seleccionados para inclusión en un PIV quimérico humano-bovino para
uso como una vacuna frente a PIV humano, incluirán uno o más de los antígenos protectores de HPIV tales como las
glucoproteínas HN o F.

En aspectos de la invención que se pueden tomar como ejemplo, el PIV quimérico humano-bovino que lleva
uno o más genes o segmentos genómicos bovinos presenta un alto grado de restricción del rango de hospedadores,
por ejemplo, en modelos mamíferos de infección 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 adición o
sustitución de uno o más genes o segmentos genómicos 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 está sustituido por el gen N de BPIV3
para dar un nuevo PIV quimérico humano-bovino, candidato para la vacuna.

Preferiblemente, el grado de restricción del rango de hospedadores presentado por los PIVs quiméricos humano-
bovinos, candidatos para la vacuna, de la invención, es comparable al grado de restricción del rango de hospedadores
presentado por la respectiva cepa parental o “donante” de BPIV. Preferiblemente, la restricción debería tener un ver-
dadero fenotipo del rango de hospedadores, esto es, debería ser específica para el hospedador en cuestión y no debería
restringir la replicación ni la preparación de la vacuna in vitro en una línea celular adecuada. Además, el PIV quimé-
rico humano-bovino que lleva uno o más genes o segmentos genómicos bovinos provoca un alto nivel de resistencia
en hospedadores susceptibles a la infección por PIV. Así, la invención 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 introducción de
uno o más genes o segmentos genómicos procedentes de un PIV heterólogo, por ejemplo, entre HPIV3 y BPIV3.

En aspectos relacionados de la invención, el PIV quimérico humano-bovino incorpora uno o más genes heterólo-
gos que codifican las glucoproteínas HN y/o F de HPIV. Alternativamente, el PIV quimérico puede incorporar uno o
más segmentos genómicos que codifican un ectodominio (y alternativamente un dominio citoplasmático y/o un domi-
nio transmembranal), o epítopo inmunógeno de las glucoproteínas HN y/o F de un HPIV. Estas proteínas, dominios
y epítopos inmunógenos son particularmente útiles en el PIV quimérico humano-bovino porque generan nuevas res-
puestas inmunitarias en un hospedador inmunizado. En particular, las proteínas HN y F, y los dominios y epítopos
inmunógenos de ellas, proporcionan antígenos mayores protectores.

El PIV quimérico humano-bovino puede incorporar adicionalmente un gen o segmento genómico que codifica una
proteína inmunógena, un dominio o epítopo de proteína procedente de múltiples cepas de PIV humano, por ejemplo
dos proteínas HN o F o porciones inmunógenas de las mismas cada una de un HPIV diferente, por ejemplo, HPIV1
o HPIV2. Alternativamente, una glucoproteína o determinante inmunógeno puede ser proporcionado a partir de un
primer HPIV, y una segunda glucoproteína o determinante inmunógeno puede ser proporcionado a partir de un segundo
HPIV mediante sustitución sin la adición de un polinucleótido que codifica una glucoproteína o determinante extra,
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al genoma o antigenoma. La sustitución o adición de glucoproteínas y determinantes antigénicos de HPIV se puede
conseguir también mediante la construcción de un genoma o antigenoma que codifica una glucoproteína quimérica
en el virus o partícula subviral recombinante, por ejemplo que tiene un epítopo inmunógeno, región antigénica o
ectodominio completo de un primer HPIV fusionado con un dominio citoplasmático de un HPIV heterólogo. Por
ejemplo, un segmento genómico heterólogo que codifica un ectodominio de glucoproteína a partir de una glucoproteína
HN o F de HPIV1 o HPIV2 se puede unir con un segmento genómico que codifica un endodominio citoplasmático
correspondiente de una glucoproteína 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
glucoproteína quimérica, sustituta, extra, o un determinante antigénico de la misma en el virus o partícula subviral,
para dar un recombinante viral que tiene glucoproteínas, dominios de glucoproteína, o epítopos inmunógenos, tanto
humanos como bovinos.

Así, según los métodos de la invención, se puede construir el PIV quimérico humano-bovino haciendo que el gen
o segmento genómico heterólogo sustituya a un gen o segmento genómico homólogo en un genoma o antigenoma
de fondo de PIV parcial. Alternativamente, se puede añadir el gen o segmento genómico heterólogo may como un
gen o segmento genómico supernumerario en combinación con un genoma o antigenoma de fondo de PIV completo
(o parcial si está delecionado otro gen o segmento genómico). Por ejemplo, se pueden incluir dos genes HN o F o
segmentos genómicos de PIV humano, uno de cada HPIV2 y HPIV3.

A menudo, se añade un gen o segmento genómico heterólogo cerca de una posición intergénica dentro de un geno-
ma o antigenoma de fondo de PIV parcial o completo. Alternativamente, se puede colocar el gen o segmento genómico
en otras regiones no codificadoras del genoma, por ejemplo, dentro de las regiones no codificadoras en 5’ o 3’ o en
otras posiciones en las que aparecen nucleótidos no codificadores dentro del genoma o antigenoma parcial o completo.
En un aspecto, las regiones reguladoras no codificadoras contienen señales que actúan en cis necesarias para una repli-
cación, transcripción, y traducción eficientes, y representan por tanto sitios diana para la modificación de estas funcio-
nes mediante la introducción de un gen o segmento genómico heterólogo u otra mutación como se describe aquí.

Se pueden introducir mutaciones atenuantes en las regiones reguladoras que actúan en cis para dar, por ejemplo,
(1) una atenuación específica 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 interferón (Zimmermann et al., 1997, cita anterior),
(3) sensibilidad a la temperatura (Whitehead et al., 1998a, cita anterior), (4) una restricción general en el nivel de
replicación (Men et al., J. Virol. 70: 3930-3937, 1996; Muster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA88: 5177-5181,
1991), y/o (5) una restricción de la replicación específica 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 nucleótidos.

En otros métodos alternativos adicionales proporcionados aquí, se puede añadir un gen o segmento genómico
heterólogo o se puede sustituir en una posición, correspondiente a una posición de orden del gen natural, de un gen
o segmento genómico homólogo dentro del genoma o antigenoma de fondo de PIV parcial o completo. En otras
realizaciones, el gen o segmento genómico heterólogo es añadido o sustituido en una posición que está más próxima
al promotor o más distante del promotor, en comparación con una posición de orden del gen natural, de un gen o
segmento genómico homólogo dentro del genoma o antigenoma de fondo, para aumentar o reducir respectivamente,
la expresión del gen o segmento genómico heterólogo.

En los aspectos generales de la invención, se pueden añadir genes o segmentos genómicos 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 más genes o segmentos genómicos del PIV bovino sustituyen a genes o segmentos
genómicos homólogos dentro de un genoma o antigenoma de fondo de PIV humano.

De un modo paralelo, los PIV quiméricos humano-bovinos de la invención se pueden diseñar fácilmente como
“vectores” para incorporar determinantes antigénicos de diferentes patógenos, incluyendo más de una cepa o grupo de
PIV (por ejemplo, ambos, PIV3 humano y PIV1 humano), virus sincitial respiratorio (RSV), sarampión y otros pató-
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 combinación con los efectos fenotípicos del rango de hospedadores proporcionados en el PIV quimérico hu-
mano-bovino de la invención, a menudo es deseable ajustar el fenotipo de atenuación introduciendo mutaciones adi-
cionales que aumentan o reducen la atenuación del virus quimérico. Así, en aspectos adicionales de la invención, se
producen PIV quiméricos humano-bovinos atenuados, en los que el genoma o antigenoma quimérico se modifica ade-
más introduciendo una o más mutaciones atenuantes que especifican un fenotipo de atenuación en el virus o partícula
subviral resultante. Estas pueden incluir mutaciones en las secuencias reguladoras del RNA o en las proteínas codifi-
cadas. Estas mutaciones atenuantes se pueden generar de novo y se pueden ensayar en cuanto a los efectos atenuantes
según un diseño racional de estrategia de mutagénesis. Alternativamente, las mutaciones atenuantes se pueden identi-
ficar en los PIV mutantes de origen biológico existentes y después se pueden incorporar a un PIV quimérico humano-
bovino de la invención.
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La introducción de mutaciones atenuantes y otras mutaciones que especifican el fenotipo deseado en el PIV qui-
mérico bovino-humano de la invención se puede llevar a cabo transfiriendo un gen o segmento genómico heterólogo,
por ejemplo, un gen que codifica una proteína L o una porción de la misma, a un genoma o antigenoma de fondo de
PIV humano. Alternativamente, la mutación puede estar presente en el genoma o antigenoma de fondo seleccionado,
y el gen o segmento genómico heterólogo introducido puede no incluir mutaciones o puede incluir una o más mutacio-
nes diferentes. Típicamente, el genoma o antigenoma humano de fondo o “receptor” se modifica en uno o más sitios
correspondientes a un sitio de mutación en un virus heterólogo (por ejemplo, un PIV heterólogo humano o un virus
de RNA de cadena negativa, no PIV) para contener o codificar la misma mutación o una mutación conservadoramen-
te relacionada (por ejemplo, una sustitución conservadora de aminoácidos) 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 invención, incluyen mutantes pasados por frío (cp), adaptados al frío (ca), con restricción del
rango de hospedadores (hr), de placas pequeñas (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 más mutaciones atenuantes
en la proteína-polimerasa L, por ejemplo, en una posición correspondiente a Tyr942, Leu992, o Thr1558 de JS de HPIV3
natural. Alternativamente, se pueden seleccionar las mutaciones atenuantes en la proteína N y se pueden incorporar
a un PIV quimérico humano-bovino, que codifican por ejemplo la sustitución o sustituciones de aminoácidos en una
posición correspondiente a los residuos Val96 o Ser389 de JS. Mutaciones alternativas o adicionales pueden codificar la
sustitución o sustituciones de aminoácidos en la proteína C, por ejemplo, en una posición correspondiente a Ile96 de
JS y en la proteína M, por ejemplo, en una posición correspondiente a Pro199 (por ejemplo una mutación de Pro199 a
Thr). Otras mutaciones adicionales para ajustar la atenuación de un PIV quimérico humano-bovino de la invención se
encuentran en la proteína F, por ejemplo, en una posición correspondiente a Ile420 o Ala450 de JS, y en la proteína HN,
por ejemplo, en una posición correspondiente al residuo Val384 de JS.

Las mutaciones atenuantes procedentes de mutantes de PIV de origen biológico para incorporación en el PIV
quimérico humano-bovino de la invención incluyen también mutaciones en porciones no codificadoras del genoma o
antigenoma de PIV, por ejemplo en una secuencia líder en 3’. Las mutaciones ejemplares, en este contexto, se pueden
preparar en una posición en el líder en 3’ de un virus recombinante en una posición correspondiente a los nucleótidos
23, 24, 28, o 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 más nucleótidos en la secuencia de partida del gen N, por ejemplo,
en una posición correspondiente al nucleótido 62 de JS cp45.

A partir de JS cp45 y otros mutantes de PIV y de no PIV de origen biológico, se proporciona un gran “menú”
de mutaciones atenuantes, cada una de las cuales se puede combinar con cualquier otra mutación o mutaciones para
ajustar el nivel de atenuación en un PIV recombinante que lleva un genoma o antigenoma que es una quimera de los
genes o segmentos genómicos humanos y bovinos. Por ejemplo, las mutaciones dentro del PIV recombinante de la
invención incluyen una o más, y preferiblemente dos o más, mutaciones de JS cp45. El PIV quimérico humano-bovino
deseado de la invención seleccionado para uso en vacunas, tiene a menudo como mínimo dos y a veces tres o más
mutaciones atenuantes para alcanzar un nivel satisfactorio de atenuación para un amplio uso clínico. Preferiblemente,
el PIV quimérico humano-bovino recombinante incorpora una o más mutaciones atenuantes estabilizadas mediante
múltiples sustituciones de nucleótidos en un codón que especifica la mutación.

Las mutaciones adicionales que se pueden adoptar o transferir al PIV quimérico humano-bovino de la invención 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 invención. Esto se consigue fácilmente mediante localización genética de la mutación identificada en un
virus de RNA de cadena negativa, heterólogo, en un sitio homólogo correspondiente, en un genoma o antigenoma de
PIV receptor y haciendo mutar la secuencia existente en el receptor hasta el genotipo mutante (mediante una mutación
idéntica o mediante una mutación 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 adición al PIV quimérico humano-bovino recombinante, la invención proporciona clones de cDNA relaciona-
dos, vectores y partículas, cada uno de los cuales incorpora secuencias de HPIV y BPIV y, opcionalmente, se descri-
ben también una o más de las mutaciones adicionales, específicas del fenotipo indicadas aquí. Estas se introducen en
combinaciones seleccionadas, por ejemplo, en un polinucleótido aislado que es un genoma o antigenoma de cDNA
recombinante, para producir un virus o partícula subviral infeccioso adecuadamente atenuado, después de expresión,
según los métodos descritos aquí. Este procedimiento, acoplado con la evaluación fenotípica de rutina, proporcio-
na un PIV quimérico humano-bovino que tiene las características deseadas tales como atenuación, sensibilidad a la
temperatura, alteración de la inmunogenicidad, adaptación al frío, tamaño de placas pequeño, restricción del rango de
hospedadores, estabilidad genética, etc. En particular, se seleccionan candidatos para la vacuna que son atenuados pero
todavía suficientemente inmunógenos para provocar una respuesta inmunitaria protectora en el mamífero hospedador
vacunado.

En otros aspectos adicionales de la invención, los PIV quiméricos humano-bovinos, con o sin mutaciones adicio-
nales adoptadas, por ejemplo, a partir de un virus mutante atenuado de origen biológico, se construyen para tener mo-
dificaciones adicionales de nucleótidos para dar un cambio fenotípico estructural, o funcional deseado. Típicamente,
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la modificación de nucleótidos seleccionada especificará un cambio fenotípico, por ejemplo un cambio en las carac-
terísticas de crecimiento, atenuación, sensibilidad a la temperatura, adaptación al frío, tamaño de placas, restricción
del rango de hospedadores, o inmunogenicidad. Los cambios estructurales en este contexto incluyen la introducción o
eliminación de sitios de restricción en los PIV que codifican los cDNA para facilidad de manipulación e identificación.

En las realizaciones preferidas, los cambios de nucleótidos dentro del genoma o antigenoma de un PIV quimérico
humano-bovino incluyen la modificación de un gen viral por deleción parcial o completa del gen o reducción o
inactivación (knock-out) de su expresión. Estas modificaciones se pueden introducir dentro del genoma o antigenoma
de fondo, humano, o se pueden introducir en el genoma o antigenoma quimérico por incorporación dentro de los genes
o segmentos genómicos heterólogos añadidos o sustituidos en él. Los genes objetivos para la mutación en este contexto
incluyen cualquiera de los genes de PIV, incluyendo la proteína N de la nucleocápsida, la fosfoproteína P, la subunidad
L polimerasa de gran dimensión, la proteína M de la matriz, la proteína HN de la hemaglutinina-neuraminidasa,
la proteína SH hidrófoba pequeña, cuando sea aplicable, la proteína F de fusión, 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
proteínas puede ser delecionada, sustituida o reordenada selectivamente, en todo o en parte, sola o en combinación con
otras modificaciones deseadas, para obtener nuevos mutantes por deleción o inactivación (knock out). Por ejemplo, uno
o más de los genes C, D, y/o V, pueden ser delecionados en todo o en parte, o su expresión reducida o eliminada (por
ejemplo, por la introducción de un codón de terminación, por una mutación en un sitio de edición de RNA, por una
mutación que altera el aminoácido especificado por un codón de iniciación, o por una mutación por desplazamiento
del marco en los ORF objetivos. En una realización, se puede preparar una mutación en el sitio de edición que evita la
edición y elimina la expresión de las proteínas cuyo mRNA es generado por edición del RNA (Kato et al., EMBO J.
16: 578-587, 1997a y Schneider et al., Virology227: 314-322, 1997). Alternativamente, uno o más 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 atenuación, la inmunogenicidad u otras características fenotípicas deseadas (véase, la solicitud de
patente de Estados Unidos No. de Serie 09/350,821, presentada por Durbin et al. el 9 de julio de 1999).

Modificaciones alternativas de nucleótidos en el PIV quimérico humano-bovino incluyen una deleción, inserción,
adición o reordenamiento de una secuencia reguladora que actúa en cis, para un gen seleccionado en el genoma o
antigenoma recombinante. Como con otras modificaciones de este tipo descritas aquí, estas modificaciones pueden ser
introducidas dentro del genoma o antigenoma de fondo, humano, o pueden ser introducidas en el genoma o antigenoma
quimérico por incorporación dentro de los genes o segmentos genómicos heterólogos añadidos o sustituidos en él. En
un ejemplo, una secuencia reguladora que actúa en cis de un gen de PIV es cambiada para corresponder a una secuencia
reguladora heteróloga, que puede ser una secuencia reguladora homóloga que actúa en cis del mismo gen en un PIV
diferente, o una secuencia reguladora que actúa en cis de un gen diferente de PIV. Por ejemplo, una señal de final de
un gen puede ser modificada por la conversión o sustitución en una señal de final de un gen, de un gen diferente en la
misma cepa de PIV. En otras realizaciones, la modificación de nucleótidos puede comprender una inserción, deleción,
sustitución, o reordenamiento de un sitio de iniciación de la traducción dentro del genoma o antigenoma recombinante,
por ejemplo, para eliminar un sitio de iniciación de la traducción alternativo para una forma seleccionada de una
proteína.

Además, 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 más mutaciones atenuantes adoptadas a partir de un PIV mutante
de origen biológico. Por ejemplo, se pueden insertar en todo o en parte, genes o segmentos genómicos 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 homólogo. Se pueden hacer modificaciones diferentes o adicionales en el genoma
o antigenoma recombinante para facilitar las manipulaciones, tales como la inserción de sitios de restricción únicos
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 extrañas.

En otros aspectos adicionales, las moléculas de polinucleótidos 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 epítopo ayudador T, un marcador de sitio de restricción, o una proteína o epítopo inmunógeno de un
patógeno microbiano (por ejemplo, virus, bacteria, parásito, 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 genómico procedente de un virus sincitial respiratorio (RSV), por ejemplo
un gen que codifica una proteína antigénica (por ejemplo, una proteína F o G), un dominio inmunógeno o epítopo de
RSV.

En aspectos relacionados de la invención, se proporcionan composiciones (por ejemplo, polinucleótidos 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 invención se incluyen nuevas moléculas de polinucleótidos 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 expresión que comprende una o más moléculas de
polinucleótidos aisladas que codifican las proteínas N, P, y L. Estas proteínas 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 partícula viral o partícula subviral de PIV quimérico
humano-bovino infeccioso.
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Los métodos y composiciones anteriores para producir PIV quimérico humano-bovino dan partículas virales o
subvirales infecciosas, o derivados de las mismas. Un virus infeccioso recombinante es comparable a la partícula del
virus PIV auténtico y es infeccioso tal cual. Puede infectar directamente a las células frescas. Una partícula subviral
infecciosa es típicamente un subcomponente de la partícula de virus que puede iniciar una infección en condiciones
apropiadas. Por ejemplo, una nucleocápsida que contiene el RNA genómico o antigenómico y las proteínas N, P, y L,
es un ejemplo de una partícula subviral que puede iniciar una infección si se introduce en el citoplasma de las células.
Las partículas subvirales proporcionadas dentro de la invención incluyen partículas virales que carecen de una o más
proteínas, segmentos de proteínas, 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 expresión que com-
prende una molécula de polinucleótido aislada que comprende el genoma o antigenoma de un PIV quimérico humano-
bovino como se ha descrito antes, y un vector de expresión (el mismo vector o diferente) que comprende una o más
moléculas de polinucleótido aisladas que codifican las proteínas N, P, y L de PIV. Una o más de estas proteínas pueden
ser expresadas también a partir del cDNA del genoma o antigenoma. Después de expresión, el genoma o antigenoma
y las N, P y L se combinan para producir un virus o partícula subviral de PIV quimérico humano-bovino infeccioso.

Los PIVs quiméricos humano-bovinos de la invención son útiles en diferentes composiciones para generar una
respuesta inmunitaria deseada frente a PIV en un hospedador susceptible a la infección por PIV. Los PIV quiméri-
cos humano-bovinos recombinantes son capaces de provocar una respuesta inmunitaria protectora en un mamífero
hospedador infectado, pero todavía son suficientemente atenuados como para no causar síntomas inaceptables de una
enfermedad respiratoria grave en el hospedador inmunizado. Además, los PIV quiméricos humano-bovinos recombi-
nantes se deben replicar con suficiente eficiencia in vitro para fabricar una preparación de vacuna viable. El virus o
partícula 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 conservación o administración a un hospedador, según se desee.

También se describen nuevas vacunas que comprenden un vehículo y/o adyuvante fisiológicamente aceptable y
un virus o partícula 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 más mutaciones adicionales u
otras modificaciones de nucleótidos como se ha descrito antes para conseguir un equilibrio adecuado entre atenuación
e inmunogenicidad. La vacuna puede ser formulada en una dosis de 103 a 107 PFU de virus atenuados. La vacuna
puede comprender un PIV quimérico humano-bovino atenuado que provoca una respuesta inmunitaria frente a una
única cepa de PIV o frente a múltiples 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
víricas tales como RSV.

También se describe un método para estimular el sistema inmunitario para provocar una respuesta inmunitaria
frente a PIV en un mamífero. El método comprende administrar una formulación de una cantidad inmunológicamente
suficiente de un PIV quimérico humano-bovino en un vehículo y/o adyuvante fisiológicamente aceptable.

La composición inmunógena puede ser una vacuna que comprende un PIV quimérico humano-bovino que tiene al
menos una, y preferiblemente dos o más mutaciones atenuantes u otras modificaciones de nucleótidos que especifican
un fenotipo deseado como se ha descrito antes. La vacuna puede ser formulada en una dosis de 103 a 107 PFU de virus
atenuados. La vacuna puede comprender virus PIV quimérico humano-bovino atenuado que provoca una respuesta
inmunitaria frente a un único PIV, frente a múltiples PIVs, por ejemplo, HPIV1 y HPIV3, o frente a uno o más PIV y
un patógeno no PIV tal como RSV. En este contexto, el PIV quimérico humano-bovino puede provocar una respuesta
inmunitaria monoespecífica o una respuesta inmunitaria poliespecífica frente a múltiples PIVs, o frente a uno o más
PIV y un patógeno no PIV tal como RSV. Alternativamente, el PIV quimérico humano-bovino que tiene diferentes
características inmunógenas se puede combinar en una vacuna mixta o administrar por separado en un protocolo de
tratamiento coordinado para producir una protección más efectiva frente a un PIV, frente a múltiples PIVs, o frente
a uno o más PIV y un patógeno no PIV tal como RSV. Preferiblemente la composición inmunógena se administra al
tracto respiratorio superior, por ejemplo, por pulverización, gotitas o aerosol.

Breve descripción de los dibujos

La figura 1 ilustra la clonación de la región 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 antigenómico 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 estándar de biología molecular a
partir del RNA del virión y se subclonaron como fragmentos de 1,9 kb en pBluescript para dar pBS-KaN o pBS-SFN,
respectivamente. El gen N de rJS HPIV3 fue subclonado como un fragmento MluI/EcoRI de 1,9 kb en pUC 119 a partir
de un plásmido 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 publicación 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 NcoI y AflII en
los sitios de iniciación y terminación de la traducción, respectivamente. Los genes N de Ka y SF son idénticos en las
regiones de los sitios de iniciación y terminación de la traducción 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 digestión con AflII/NcoI,
se introdujo un fragmento de 1,5 kb procedente de pBS-KaN o pBS-SFN que representa la región N codificadora
de BPIV3, en la ventana NcoI/AflII del subclon N de HPIV3, pUC119JSN-NcoI/AflII, como un reemplazamiento de
su homólogo 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 codón de iniciación de la traducción o después del codón
de terminación y la secuencia codificadora de BPIV3 inmediatamente después del codón de iniciación y antes del
codón de terminación. 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 inserción del gen N de HPIV3/BPIV3 (cepa Ka o SF) quimérico en el cDNA antigenómico
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 MluI/EcoRI de pUC119B/HKaN o de pUC119B/HSFN e insertado en pLeft+2G (Durbin et al.,
1997a, cita anterior). El plásmido pLeft+2G contiene la mitad 5’ del antigenoma de HPIV3 rJS de los nucleótidos
1-7437 (sentido genoma) detrás de un promotor T7. La localización de dos residuos G que fueron insertados entre
el promotor T7 y la secuencia de HPIV3 para mejorar la transcripción está indicada por un asterisco. Fig. 2 B. Un
fragmento XhoI/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 publicación 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 XhoI/NgoMl del plásmido pLeft modificado dando como resultado los plásmidos pB/HPIV3KaN y
pB/HPIV3SFN. Cada una de estas construcciones quiméricas contiene la secuencia completa de sentido positivo del
RNA antigenómico de HPIV3 excepto para la región N codificadora que ha sido reemplazada por su homólogo Ka o
SF de BPIV3.

La figura 3 proporciona secuencias de nucleótidos de HPIV3, BPIV3 y virus quiméricos de la invención alrededor
de los codones de iniciación (A) y de terminación (B) de la traducción N. La posición de los ORF individuales está
descrita en los respectivos informes de Genbank (Nº AF178654 para BPIV3 Ka, Nº AF178655 para BPIV3 SF y Nº
Z11515).

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

La figura 4 detalla la estructura de los virus quiméricos BPIV3/HPIV3, y su confirmación por digestión con TaqI 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 esquemáticamente (no a escala) en relación con los de los virus parentales HPIV3 y BPIV3.
Las regiones específicas de Ka y SF se indican por sombreado claro y oscuro respectivamente. Las flechas por encima
del genoma rJS indican las localizaciones de los cebadores utilizados para la amplificación por RT-PCR de los virus
quiméricos y parentales para los fines de digestión por TaqI para diagnóstico. Estos cebadores fueron dirigidos a
regiones conservadas entre HPIV3 y BPIV3 de forma que pudieran ser utilizados para la amplificación de los virus
HPIV3, BPIV3 y BPIV3/HPIV3 quimérico. En la Fig. 4B los tamaños esperados de los productos de la digestión por
TaqI 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 está indicado como un rectángulo lleno. Los fragmentos TaqI únicos para cada virus y que por tanto sirven para
la identificación del virus están indicados con un asterisco. La Fig. 4C proporciona los perfiles TaqI de los productos
de la PCR que contienen la región codificadora N de PIV3 de los virus quiméricos cKa (izquierda) o cSF (derecha),
flanqueada por los virus parentales HPIV3 y BPIV3. Los fragmentos únicos TaqI para diagnóstico 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-MK2 (B) de simio en pocillos (9,6
cm2 cada uno) de una placa de 6 pocillos, fueron infectadas individualmente en una multiplicidad de infección 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 -70ºC, y se titularon en paralelo mediante el ensayo de TCID50.
Se construyen las curvas de crecimiento utilizando la media de las 3 muestras replicadas en cada tiempo. El límite
inferior de detectabilidad del virus fue 101,5 TCID50/ml, que está indicado por una línea de puntos.

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

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

La figura 8A proporciona una representación esquemática de los genomas de los virus quiméricos rHPIV3-FBHNB
y rBPIV3-FHHNH, y de sus virus parentales, rHPIV3 JS y BPIV3 Ka (no a escala). Los genes F y HN fueron intercam-
biados en un único fragmento de restricción entre rHPIV3 y rBPIV3 utilizando los sitios SgrAI y BsiWI que habían
sido introducidos delante de las secuencias finales de los genes M y HN, respectivamente.

La figura 8B representa el ensamblaje de un cDNA antigenómico para BPIV3 Ka. Se construyó un cDNA de lon-
gitud completa para codificar la secuencia antigenómica completa de BPIV3 Ka (GenBank nº de acceso AF178654).
El cDNA fue ensamblado a partir de subclones derivados de la transcripción reversa (RT) del (v)RNA viral y de la am-
plificación por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Se secuenciaron múltiples 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 excepción del nucleótido 21 y nucleótido 23, que difieren de la secuencia publicada
pero aparecen con frecuencia similar en la población de virus.

La figura 8C ilustra las características de los genomas de PIV bovino-humano parental y quimérico. Los genomas
de los virus quiméricos rHPIV3FBHNB y rBPIV3FHHNH y los de sus virus parentales rHPIV3 JS y BPIV3 Ka se
muestran esquemáticamente (no a escala). Se introdujeron dos únicos sitios de reconocimiento de la enzima de restric-
ción, SgrAI y BsiWI, cerca de los extremos de los genes M y HN, respectivamente. Los virus recombinantes HPIV3 y
BPIV3 que llevan estos sitios de restricción introducidos fueron denominados rHPIV3s y rBPIV3s como se indica en
la figura 8C2. Los genes de las glucoproteínas fueron intercambiados entre rHPIV3 JS y rBPIV3 Ka. La secuencia de
nucleótidos que fue mutagenizada se muestra debajo de cada construcción de cDNA, indicando la posición del primer
nucleótido de cada secuencia. Los sitios de restricción SgrAI y BsiWI introducidos están subrayados y los nucleótidos
que difieren entre HPIV3 y BPIV3 y por tanto identifican el origen de los insertos del gen están señalados 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 rHPIV3s, 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 FBHNB, CGCACCGGTGCA (SEQ ID NO. 28); AAGACGTACGGG (SEQ ID NO. 29). Figura 8C, Panel 3.
rBPIV3 FHHNH, AAGACGTACGGG (SEQ ID NO. 30); TAGACGTACGGA (SEQ ID NO. 31).

La figura 9 proporciona una confirmación de la identidad de los virus recombinantes mediante la RT-PCR del
RNA viral y la digestión por Eco RI. Los productos de la RT-PCR del RNA viral fueron preparados con un par de
cebadores que reconocían las regiones conservadas sobre cualquier lado de los genes F y HN en ambos, BPIV3 y
HPIV3. La digestión con EcoRI dio como resultado un único patrón de fragmentos de restricción para cada uno de
los cuatro virus. En el diagrama esquemático de la izquierda, las líneas horizontales simbolizan las secuencias virales
amplificadas y las barras verticales muestran las posiciones de los sitios EcoRI. El tamaño esperado de cada fragmento
de restricción está indicado por encima de la línea. Los números debajo de cada línea corresponden a la posición de
la secuencia en el RNA antigenómico de BPIV3 Ka, HPIV3 JS (GenBank, número de acceso AF178654 y Z11575),
o del derivado quimérico indicado. A la derecha, se muestra un gel de agarosa al 1% de la digestión 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 restricción que migran conjuntamente debido a la muy estrecha similitud en
tamaño.

La figura 10 representa la replicación multiciclo de los virus quiméricos y parentales en células LLC-MK2 de
simio. La replicación multiciclo (el inóculo de entrada tenía una MOI de 0,01) de los tres virus quiméricos rHPIV3-
FBHNB, rBPIV3-FHHNH y rHPIV3-NB (también denominado cKa) se compara con la replicación de sus virus paren-
tales BPIV3 Ka y rHPIV3. Los títulos de virus se muestran como la media del log10 TCID50/ml ± error estándar de
muestras triplicadas. El límite inferior de detección de este ensayo es 10 TCID50, como se indica por la línea de puntos
horizontal.

La figura 11 documenta la media de los títulos de los virus quiméricos y parentales en frotis nasofaríngeos de
monos rhesus infectados, a lo largo de la infección. Los títulos de virus se muestran como la media de TCID50/ml
en células LLC-MK2 ± error estándar 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 títulos medios de rHPIV3-FBHNB se comparan
con los títulos de rHPIV3 y BPIV3 Ka. En el panel B, los títulos medios de rBPIV3-FHHNH se comparan con los de
BPIV3 Ka y rHPIV3, que, para los dos últimos virus, son los mismos valores que en el panel A pero se presentan
separados para facilitar la comparación. Se excluyeron de las figuras los títulos del día 5 porque eran mucho más bajos
que los títulos del día 4 y del día 6, muy probablemente debido a problemas técnicos durante la recogida de muestras.
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Descripción de las realizaciones específicas

La presente invención proporciona virus paragripal (PIV) recombinante clonado como una quimera de secuencias
genómicas o antigenómicas de PIV humano y bovino para obtener un PIV quimérico humano-bovino. La construcción
quimérica de PIV humano-bovino da una partícula viral o partícula subviral que es infecciosa en los mamíferos,
particularmente en los seres humanos, y que es útil para generar composiciones inmunógenas para uso clínico o
veterinario. También se proporcionan en la invención nuevos métodos y composiciones para diseñar y producir PIV
quimérico humano-bovino, atenuado.

Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invención se preparan por ingeniería recombinante para incorporar
secuencias de nucleótidos tanto de cepas humanas como bovinas de PIV para producir un virus o partícula subviral
quimérica infecciosa. De esta manera, los virus candidatos para la vacuna se preparan por ingeniería recombinante
para provocar una respuesta inmunitaria frente a PIV en un mamífero hospedador susceptible a la infección por PIV,
incluyendo los seres humanos y los primates no humanos. El PIV quimérico humano-bovino según la invención puede
provocar una respuesta inmunitaria a un PIV específico, por ejemplo, HPIV3, o una respuesta poliespecífica frente a
múltiples PIV, por ejemplo, HPIV1 y HPIV3.

Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invención tomados como ejemplo, incorporan un genoma o antigenoma
de PIV quimérico que comprende secuencias de polinucleótidos tanto humanas como bovinas, así como una proteína
mayor de la nucleocápsida (N), una fosfoproteína (P) de la nucleocápsida, y una proteína polimerasa de gran dimen-
sión (L). Se pueden incluir proteínas adicionales de PIV en diferentes combinaciones para proporcionar un intervalo
de partículas subvirales infecciosas, hasta una partícula viral completa o una partícula viral que contiene proteínas
supernumerarias, determinantes antigénicos u otros componentes adicionales.

Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invención 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 más genes
o segmentos genómicos heterólogos de una cepa o serotipo de PIV diferente para formar el genoma o antigenoma
de PIV quimérico humano-bovino. En ciertos aspectos de la invención, el PIV quimérico incorpora un genoma o
antigenoma de fondo de PIV humano (HPIV) parcial o completo, combinado con uno o más genes o segmentos
genómicos heterólogos procedentes de un PIV bovino.

El genoma o antigenoma de fondo, parcial o completo, actúa típicamente como un esqueleto receptor o vector
al que se importan genes o segmentos genómicos heterólogos de un PIV homólogo, humano o bovino. Los genes
o segmentos genómicos heterólogos procedentes del PIV homólogo humano o bovino, representan los genes o po-
linucleótidos “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 características fenotípicas en comparación con uno o am-
bos de los PIV contribuyentes. Por ejemplo, la adición o sustitución de genes o segmentos genómicos heterólogos
dentro de una cepa seleccionada de PIV receptor puede producir un aumento o reducción en la atenuación, cam-
bios en el crecimiento, alteración de la inmunogenicidad, u otros cambios fenotípicos deseados en comparación con
el correspondiente fenotipo o fenotipos del receptor y/o del donante no modificados. Los genes y segmentos ge-
nómicos que se pueden seleccionar para uso como insertos o adiciones heterólogas dentro del PIV quimérico hu-
mano-bovino de la invención incluyen genes o segmentos genómicos que codifican las proteínas 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 útiles también como insertos o adiciones
heterólogos.

Los genes o segmentos genómicos heterólogos pueden ser añadidos o sustituidos en una posición, correspondiente
a una posición de orden del gen natural, de los genes o segmentos genómicos homólogos dentro del genoma o antige-
noma de fondo, de PIV parcial o completo, cuyo gen o segmento genómico homólogo es reemplazado o desplazado
de este modo (por ejemplo, hasta una posición más distante del promotor). En otras realizaciones adicionales, el gen o
segmento genómico heterólogo es añadido o sustituido en una posición que está más próxima al promotor o más dis-
tante del promotor, en comparación con la posición de orden del gen natural, del gen o segmento genómico homólogo
dentro del genoma o antigenoma de fondo, lo que mejora o reduce, respectivamente, la expresión del gen o segmento
genómico heterólogo.

La introducción de proteínas, dominios y epítopos inmunógenos heterólogos, para producir PIV quimérico hu-
mano-bovino, es particularmente útil para generar nuevas respuestas inmunitarias en un hospedador inmunizado. La
adición o sustitución de un gen o segmento genómico inmunógeno 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 propósito, el PIV quimérico humano-bovino puede ser construido también de modo que exprese
una proteína quimérica, por ejemplo, un glucoproteína inmunógena que tiene una cola citoplasmática y/o un dominio
transmembranal específico para un PIV fusionado a un ectodominio de un PIV diferente para proporcionar, por ejem-
plo, una proteína de fusión humano-bovina, o una proteína de fusión que incorpora dominios de dos PIV humanos
diferentes. En una realización preferida, un genoma o antigenoma de PIV quimérico humano-bovino codifica una glu-
coproteína quimérica en el virus o partícula subviral recombinante que tiene ambos dominios o epítopos inmunógenos
de la glucoproteína, el humano y el bovino. Por ejemplo, un segmento genómico heterólogo que codifica un ectodo-
minio de la glucoproteína procedente de una glucoproteína HN o F de PIV humano, se puede unir con una secuencia
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de polinucleótidos (esto es, un segmento genómico) que codifica la correspondiente glucoproteína citoplasmática
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 útil en una formulación de vacuna se puede modificar
convenientemente para acomodar una desviación antigénica en el virus circulante. Típicamente la modificación estará
en las proteínas HN y/o F. Esto podría implicar la introducción de una o más mutaciones puntuales; podría implicar
también que un gen HN o F completo, o un segmento genómico que codifica una de sus regiones inmunógenas
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 región correspondiente en un clon receptor de una cepa o grupo
diferente de PIV, o mediante la adición de una o más copias del gen, de tal modo que estén representadas múltiples
formas antigénicas. El virusprogenie producido a partir del clon de PIV modificado se puede usar entonces en los
protocolos de vacunación 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 actúa en cis) con un equivalente
heterólogo da un PIV quimérico que tiene una variedad de posibles efectos atenuantes y otros efectos fenotípicos. En
particular, el rango de hospedadores y otros efectos deseados surgen de la sustitución con una proteína de PIV bovino
o murino (MPIV), de un dominio proteínico, de un gen o segmento genómico 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 proteína heteróloga con una secuencia o proteína de PIV humano biológicamente
interactiva (esto es, una secuencia o proteína que ordinariamente coopera con la secuencia o proteína sustituida para la
transcripción, traducción, ensamblaje viral, etc.) o, más típicamente en una restricción del rango de hospedadores, con
una proteína celular o algún 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 introducción en el
PIV humano basándose en aspectos conocidos de la estructura y función 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). El HPIV3 es el mejor caracterizado de los HPIV y representa el HPIV prototipo.
Su genoma es RNA de una cadena única de sentido negativo de 15462 nucleótidos (nt) de longitud (Galinski et al.,
Virology165: 499-510, 1988; y Stokes et al., Virus Res. 25: 91-103, 1992). Al menos ocho proteínas son codificadas
por el genoma de PIV3: la proteína N de la nucleocápsida, la fosfoproteína P, las proteínas C y D de funciones
desconocidas, la proteína M de la matriz, la glucoproteína F de fusión, la glucoproteína HN de la hemaglutinina-
neuraminidasa, y la proteína L polimerasa de gran dimensión (Collins et al., 1996, cita anterior). También se podría
producir una proteína que contiene el ORF de V en el gen P (Durbin et al., Virology261: 319-333, 1999).

Las proteínas M, HN, y F están asociadas a la cubierta, y las dos últimas son glucoproteínas de superficie que, como
ocurre con cada PIV, son los antígenos mayores de neutralización y protectores (Collins et al., 1996, cita anterior).
Se cree que la divergencia significativa de secuencias entre las proteínas 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 único mRNA que codifica una única proteína, con la
excepción 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 proteínas P y C se traducen a partir de los
ORF separados, que se solapan, en el mRNA. Mientras que todos los paramyxovirus codifican una proteína P, sólo
los miembros del género Respirovirus y Morbillivirus codifican una proteína C. Los virus individuales varían en el
número de proteínas expresadas a partir del ORF de C y en su importancia en la replicación del virus in vitro e in
vivo. El virus Sendai (SeV) expresa cuatro proteínas iniciadas independientemente a partir del ORF de C: C’, C, Y1,
y Y2, cuyos sitios de iniciación de la traducción 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 sarampión (MeV) expresan solamente una única proteína 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 proteína D de PIV3 es una proteína de fusión de los ORF de P y D, y se expresa a partir del gen P por el
procedimiento de la edición de RNA de co-transcripción en el cual se añaden al mRNA P, en el sitio de edición 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 único paramyxovirus que expresa una proteína D, utiliza la edición del RNA
para expresar esta proteína así como una segunda proteína; la proteína V.

Casi todos los miembros de los géneros Respirovirus, Rubulavirus, y Morbillivirus expresan una proteína V. El
único 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 cisteína que está 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 función 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 proteína V de BPIV3 es expresada cuando un residuo G, no codificado en la secuencia génica, se añade al
sitio de edición del RNA (Pelet et al., 1991, cita anterior). Sin embargo, en el caso de HPIV3, hay dos codones de
terminación de la traducción entre el sitio de edición y el ORF de V, y no está claro si el HPIV3 representa otro
ejemplo en el que no se expresa este ORF, o si se expresa por algún otro mecanismo. Una posibilidad es que la edición
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, podría ser que los ribosomas tengan acceso al
ORF de V por el desplazamiento ribosómico del marco de lectura. Esto podría ser comparable a la situación con el
locus P de MV. El MV expresa las proteínas C, P, y V, pero también expresa una nueva proteína 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 proteína V no está claro, la extrema conservación de su ORF de
V en diferentes cepas da a entender que esta proteína se expresa realmente. La función de la proteína V no está bien
definida, pero se han recuperado MV y SeV recombinantes sin V que se replican eficientemente in vitro pero presentan
una replicación 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. 71: 7266-7272, 1997b; y Valsamakis et al., J. Virol. 72:
7754-7761, 1998).

El genoma viral de PIV contiene también las regiones extragénicas líder y tráiler, que tienen todos o parte de los
promotores requeridos para la replicación y transcripción viral, así como regiones no codificadoras e intergénicas.
Por tanto, el mapa genético de PIV se representa como 3’ líder-N-P/C/D/V-M-F-HN-L-5’ tráiler. 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 pequeña
proteína hidrófoba (SH) de función desconocida. La transcripción se inicia en el extremo 3’ y se realiza mediante un
mecanismo secuencial de terminación-iniciación que está guiado por motivos poco conservados encontrados en los
bordes del gen. El extremo hacia arriba de cada gen contiene una señal de partida del gen (GS), que dirige la iniciación
de su respectivo mRNA. El terminal hacia debajo de cada gen contiene un motivo de final del gen (GE) que dirige la
poliadenilación y la terminación. Han sido descritas secuencias que sirven como ejemplo, para las cepas JS de PIV3
humano (GenBank número 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 número de
acceso D80487).

Como se usa aquí, “gen de PIV” generalmente se refiere a una porción del genoma de PIV que codifica un mRNA
y típicamente empieza en el extremo hacia arriba con una señal de partida del gen (GS) y termina en el extremo hacia
abajo con una señal de final del gen (GE). El término gen de PIV incluye también lo que se describe como “marco
de lectura abierta de la traducción”, o ORF, particularmente en el caso en que una proteína, tal como C, se expresa
a partir de un ORF adicional más que desde un único mRNA. Para construir el PIV quimérico humano-bovino de
la invención, se pueden delecionar, insertar o sustituir en todo o en parte, uno o más genes o segmentos genómicos
de PIV. Esto significa que las deleciones, inserciones y sustituciones parciales o completas pueden incluir marcos
de lectura abiertos y/o secuencias reguladoras que actúan en cis de uno cualquiera o más de los genes o segmentos
genómicos de PIV. Por “segmento genómico” se entiende cualquier longitud de nucleótidos continuos del genoma de
PIV, que podrían ser parte de un ORF, de un gen, o de una región extragénica, o una combinación de ellos.

La presente invención 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 recuperación 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 biológico. Los PIV quiméricos humano-bovinos de la invención
candidatos preferidos para la vacuna, llevan uno o más de determinantes antigénicos mayores de uno o más PIV
humanos, por ejemplo, HPIV1, HPIV2, y/o HPIV3, en un fondo que se atenúa por la sustitución o adición de uno o
más genes o segmentos genómicos de BPIV. Los antígenos mayores protectores de los PIV son sus glucoproteínas HN
y F, aunque también pueden contribuir a una respuesta inmunitaria protectora otras proteínas.

Así, la invención 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 introducción de uno o
más genes o segmentos genómicos entre HPIV y BPIV. Hay numerosas diferencias en las secuencias de nucleótidos y
aminoácidos 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 aminoácidos para cada una de las siguientes proteínas 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 replicación restringida de dos cepas diferentes
de BPIV3 en el mismo animal (van Wyke Coelingh et al., 1988, cita anterior). Aunque la base de las diferencias del
rango de hospedadores entre HPIV3 y BPIV3 está aún por determinar, es probable que incluyan diferencias en más
de un gen y en múltiples aminoácidos. La implicación de múltiple genes y posiblemente de secuencias reguladoras
que actúan en cis, incluyendo cada una diferencias en múltiples aminoácidos o nucleótidos, da una base muy amplia
para la atenuación, que no puede ser alterada fácilmente por reversión. Esto contrasta con la situación con otros virus
HPIV3 vivos atenuados, que son atenuados mediante una o varias mutaciones puntuales. En este caso, la reversión de
cualquier mutación individual puede llevar a una importante readquisición de la virulencia o, en un caso en el que sólo
exista una atenuación especificada por un único residuo, a una completa readquisición de la virulencia.
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En las realizaciones de la invención que sirven como ejemplo, descritas aquí más adelante, el genoma o antigenoma
de fondo es un genoma o antigenoma de HPIV3, y el gen o segmento genómico heterólogo es un ORF de N derivado,
alternativamente, de una cepa Ka o SF de BPIV3 (que están relacionadas en un 99% de la secuencia de aminoácidos).
El ORF de N del antigenoma de fondo de HPIV3 es sustituido por el ORF de N homólogo 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 proteína con aproximadamente 70 diferencias de aminoácidos
(dependiendo de la cepa implicada) frente a la de HPIV3 N. La proteína N es una de las proteínas más conservadas,
y la sustitución de otras proteínas tales como P, solas o en combinación, podría resultar en muchas más diferencias de
aminoácidos. La implicación de múltiples genes y segmentos genómicos confiriendo cada uno múltiples diferencias
de aminoácidos o nucleótidos proporciona una amplia base para una atenuación que es muy estable a la reversión.

Este modo de atenuación contrasta claramente con los actuales candidatos para las vacunas de HPIV que son ate-
nuados mediante una o más mutaciones puntuales, donde la reversión de una mutación individual puede dar una impor-
tante o completa readquisición de la virulencia. Además, varias mutaciones puntuales atenuantes de HPIV conocidas,
dan típicamente un fenotipo sensible a la temperatura. Un problema con la atenuación asociada con la sensibilidad a
la temperatura es que el virus puede estar demasiado restringido para la replicación en el tracto respiratorio inferior
mientras que está 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 más alta (y más restrictiva) en el tracto respiratorio inferior y más
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 congestión, rinitis, fiebre y otitis media, mientras que
la sobreatenuación en el tracto respiratorio inferior puede reducir la inmunogenicidad. Así, la atenuación conseguida
únicamente por mutaciones sensibles a la temperatura quizá no es la ideal. En contraste, las mutaciones del rango de
hospedadores presentes en el PIV quimérico humano-bovino de la invención no conferirán en la mayor parte de los
casos sensibilidad a la temperatura. Por tanto, el nuevo método de atenuación de PIV proporcionado por la invención
será más estable genéticamente y fenotípicamente y probablemente estará menos asociado con la virulencia residual
en el tracto respiratorio superior en comparación 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 proteína N de la cepa Ka o SF de BPIV3 difiere en 70 de 515 residuos
aminoácidos, respectivamente, de la proteína de la cepa JS de HPIV3, fue por tanto inesperado que una proteína N
bovina con este nivel de divergencia de la secuencia de aminoácidos pudiera interactuar eficientemente con el RNA de
HPIV3, o con otras proteínas 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 más incompatibilidades
génicas que la restricción de la replicación in vitro. Esta propiedad de replicación eficiente in vitro es importante porque
permite la fabricación eficiente de este producto biológico.

También es sorprendente la observación, basada en los estudios que siguen, de que el Ka y el SF de HPIV3/BPIV3
quiméricos recombinantes (denominados cKa y cSF), que llevan solamente un gen bovino, son casi equivalentes a sus
BPIV3 parentales en el grado de restricción del rango de hospedadores en el tracto respiratorio del mono rhesus. En
particular, los virus cKa y cSF presentaron aproximadamente una reducción de 60 veces o 30 veces, respectivamente,
en la replicación en el tracto respiratorio superior de los monos rhesus en comparación con la replicación de HPIV3.
Basado en este hallazgo, es posible que otros genes de BPIV3 también confieran niveles deseados de restricción del
rango de hospedadores dentro del PIV quimérico humano-bovino de la invención. Por tanto, según los presentes mé-
todos, será fácilmente identificada una lista de determinantes atenuantes en genes y segmentos genómicos heterólogos
de ambos, HPIV y BPIV que confieran, en combinación apropiada, un nivel óptimo de restricción 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 atenuación marcada por la replicación en el tracto respiratorio inferior y/o supe-
rior en un modelo animal aceptado para la replicación de PIV en los seres humanos, por ejemplo, hámster o monos
rhesus, puede ser reducida al menos aproximadamente 2 veces, más a menudo aproximadamente 5 veces, 10 veces,
o 20 veces, y preferiblemente 50-100 veces y hasta 1.000 veces o más globalmente (por ejemplo, cuando se mide a
los 3-8 días después de la infección) en comparación 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-
vención, tanto el cKa como el cSF indujeron un alto nivel de protección frente al enfrentamiento con HPIV3 en el
tracto respiratorio de monos rhesus, a pesar del excepcional grado de restricción de la replicación presentado por estos
virus en este modelo para la infección y protección de PIV humano. En particular, la infección previa con cualquier
virus quimérico indujo un alto nivel de resistencia a la replicación del virus de enfrentamiento rJS tanto en el tracto
respiratorio superior como en el inferior. La infección de los monos con cKa provocó un alto grado de protección como
se indica por una reducción aproximada de 300 veces en la replicación de HPIV3 (rJS) natural en el tracto respiratorio
superior, y una reducción aproximada de 1000 veces en el tracto inferior en comparación con los monos control no
inoculados. Los monos infectados con cSF manifestaron una reducción de 2000 veces en la replicación de rJS en el
tracto respiratorio superior, y una reducción de 1000 veces en el tracto inferior en comparación con los monos control
no inoculados. Los niveles de protección provocados por cKa o cSF fueron comparables con los vistos en monos
previamente infectados con el PIV parental bovino o humano. Así, la infección con PIV quimérico humano-bovino
de la invención proporciona un alto nivel de protección 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 inmunógena del PIV quimérico humano-bovino será sopesada frente al nivel de atenuación para
conseguir candidatos para la vacuna útiles, y estará típicamente marcada por una reducción de la replicación 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 más globalmente (por ejemplo,
cuando se mide a los 3-8 días después del enfrentamiento). Así, los virus de la vacuna recombinante de la invención
mantienen la inmunogenicidad a la vez que presentan reducciones concomitantes en la replicación y en el crecimiento.
Este sorprendente ensamblaje de rasgos fenotípicos es altamente deseado para el desarrollo de la vacuna.

La observación de que el gen N procedente de dos cepas independientes de BPIV3 confiere un fenotipo de ate-
nuación 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 invención cualquier gen o segmento genómico
de BPIV, solo o en combinación con uno o más de otros genes o segmentos genómicos 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 útiles para los genes y/o segmentos genómicos atenuantes de BPIV. En
general, los genes de HPIV seleccionados para inclusión en un virus quimérico HPIV3/BPIV3 incluirán uno o más de
los antígenos protectores, tales como las glucoproteínas HN o F.

Un PIV quimérico humano-bovino alternativo de la invención contendrá determinantes antigénicos protectores
de HPIV1 o HPIV2. Esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante la expresión 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 homólogos 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 más genes o segmentos genómicos bovinos atenuantes heterólogos, por
ejemplo un gen o segmento genómico N de Ka o SF. Tales virus quiméricos antigénicos serán atenuados por el gen
N bovino, pero provocarán 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 hámster y provocó 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 está altamente atenuado en el tracto respiratorio
superior e inferior de los hámster (Skiadopoulos et al., 1999a, cita anterior).

Además otros HPIV/BPIV quiméricos recombinantes incorporarán dos o más genes o segmentos genómicos de
BPIV, en cualquier combinación, hasta incluir todo el genoma del BPIV aparte de los genes seleccionados o deter-
minantes antigénicos seleccionados de los genes y segmentos genómicos HN o F, que podrían proceder de un virus
humano HPIV1, HPIV2, o HPIV3. Otras realizaciones adicionales de la invención 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 mamífero en combinación 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 invención, se emplean PIV quiméricos humano-bovinos como vectores para
antígenos protectores de patógenos heterólogos, incluyendo otros virus PIV y no PIV y patógenos 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 más genes o segmentos genómicos heterólogos que codifican uno
o más determinantes antigénicos de uno o más patógenos heterólogos (véase, por ejemplo, solicitud provisional de
patente de Estados Unidos Número de serie 60/170.195, presentada el 10 de diciembre de 1999 por Murphy et al.).
El patógeno heterólogo en este contexto puede ser un PIV heterólogo y los genes o segmentos genómicos heterólogos
se pueden seleccionar para codificar una o más proteínas N, P, C, D, V, M, F, SH (cuando sea aplicable) HN y/o L de
PIV, así como los dominios, fragmentos de proteína, y regiones o epítopos inmunógenos. Las vacunas del vector de
PIV construidas de este modo, pueden provocar una respuesta inmunitaria poliespecífica y pueden ser administradas
simultáneamente o en un protocolo de administración coordinada con otros agentes de vacuna.

En realizaciones de la invención 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 está combinado con,
o está modificado para incorporar, uno o más genes o segmentos genómicos heterólogos que codifican determinantes
antigénicos de uno o más PIV heterólogos, incluyendo los HPIV heterólogos seleccionados de HPIV1, HPIV2, o
HPIV3. En aspectos más detallados, el genoma o antigenoma vector es un genoma o antigenoma parcial o completo
de HPIV3 y los genes o segmentos genómicos heterólogos que codifican los determinantes antigénicos son de uno
o más HPIV heterólogos. Típicamente, el genoma o antigenoma quimérico incorpora uno o más genes o segmentos
genómicos de un BPIV que especifica la atenuación.

En los aspectos de la invención tomados como ejemplo, el PIV quimérico bovino-humano incorpora uno o más
genes o segmentos genómicos de HPIV1 o HPIV2 que codifican una o más glucoproteínas HN y/o F o dominios
antigénicos, fragmentos o epítopos de las mismas dentro de un genoma o antigenoma vector de HPIV3 parcial o
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completo. En aspectos más detallados, ambos genes de HPIV1 que codifican las glucoproteínas HN y F sustituyen a
los genes homólogos 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
además por adición o incorporación de uno o más genes o segmentos génicos que codifican uno o más determinantes
antigénicos. Tales construcciones para la producción de virus de vacuna incorporan típicamente uno o más genes o
segmentos genómicos heterólogos de un BPIV que especifica atenuación, por ejemplo un marco de lectura abierto
(ORF) que codifica una proteína atenuante de BPIV, tal como N. Se pueden emplear ciertos PIV quiméricos humano-
bovinos de la invención como vectores para generar vacunas específicas frente a HPIV2, por ejemplo en las que se
añade o se incorpora una unidad de transcripción 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 construcción quimérica es atenuada
por la incorporación de un gen o segmento genómico de BPIV.

En más aspectos adicionales de la invención, se proporcionan PIVs quiméricos humano-bovinos como vectores
para una serie de patógenos 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 invención puede comprender un genoma o antigenoma de HPIV parcial o completo, y el
patógeno heterólogo se puede seleccionar entre el virus del sarampión, 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
invención puede incorporar determinantes antigénicos heterólogos seleccionados de las proteínas HA y F del virus del
sarampión, o dominios antigénicos, fragmentos y epítopos de las mismas. En realizaciones tomadas como ejemplo,
una unidad de transcripción que comprende un marco de lectura abierto (ORF) de un gen HA del virus del sarampión
se añade o se incorpora dentro de un genoma o antigenoma vector de HPIV3.

Alternativamente, los PIV quiméricos bovino-humanos se pueden utilizar como vectores para incorporar determi-
nantes antigénicos heterólogos procedentes del virus sincitial respiratorio (RSV), por ejemplo incorporando uno o más
genes o segmentos genómicos que codifican las glucoproteínas F y/o G de RSV o dominios inmunógenos o epítopos
de las mismas. En este contexto, la clonación 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 publicación 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; Bukreyev, 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 invención, se proporcionan PIVs quiméricos humano-bovinos que incorporan al
menos un determinante antigénico procedente de un PIV heterólogo o de un patógeno no PIV. Por ejemplo, uno o más
genes o segmentos genómicos individuales de HPIV3 pueden ser reemplazados con genes o segmentos genómicos
homólogos procedentes de RSV humano, o se puede insertar o añadir un gen o segmento genómico RSV como gen
supernumerario. Alternativamente, un segmento genómico heterólogo, seleccionado, por ejemplo que codifica una cola
citoplásmica, un dominio transmembranal o un ectodominio de una glucoproteína de RSV, sustituye a un segmento
genómico homólogo, por ejemplo, en el mismo gen en HPIV3 o dentro de un gen diferente en HPIV3, o se añade
dentro de una secuencia no codificadora del genoma o antigenoma de HPIV3 para dar una glucoproteína quimérica de
PIV-RSV. En una realización, un segmento genómico de un gen F de RSV humano sustituye a un segmento genómico
de HPIV3 para dar construcciones que codifican proteínas quiméricas, por ejemplo proteínas de fusión que tienen una
cola citoplásmica y/o un dominio transmembranal de PIV fusionado con un ectodominio de RSV para dar un nuevo
virus atenuado, y/o una vacuna multivalente inmunógena frente a ambos, PIV y RSV.

Como se ha indicado antes, a menudo es deseable ajustar el fenotipo de atenuación en el PIV quimérico humano-
bovino de la invención introduciendo mutaciones adicionales que aumentan o reducen la atenuación 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 nucleótidos indicadas aquí como aspectos suplementarios de la presente invención, 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 publicación 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 caracterización de PIV para obtener cepas mutantes atenuadas (por ejemplo, cepas mutantes sensibles a la
temperatura (ts), pasadas por frío (cp) adaptadas al frío (ca), de placas pequeñas (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 replicación, inmunogenicidad, estabili-
dad genética y eficacia protectora de los PIV humanos atenuados de origen biológico y producidos recombinantemente
en sistemas de modelos aceptados, incluyendo los sistemas de modelos murinos y de primates no humanos. Además,
estos documentos describen métodos generales para desarrollar y analizar composiciones inmunógenas, incluyendo
vacunas monovalentes y bivalentes, para profilaxis y tratamiento de la infección por PIV. Los métodos para producir
PIV recombinante infeccioso mediante la construcción y expresión de cDNA que codifica un genoma o antigenoma
de PIV co-expresado con proteínas esenciales de PIV, están descritos también en los documentos mencionados, que
incluyen la descripción de los siguientes ejemplos de plásmidos 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 según 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 números de acceso identificados antes.

También están descritos en las referencias mencionadas antes, métodos para construir y evaluar PIV recombinan-
tes infecciosos que se modifican para incorporar mutaciones específicas del fenotipo identificadas en PIV mutantes de
origen biológico, por ejemplo, mutantes pasados por frío (cp), adaptados al frío (ca), con rango de hospedadores res-
tringido (hr), de placas pequeñas (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 fácilmente en el PIV quimérico humano-bovino. En realizaciones tomadas como ejemplo,
una o más mutaciones atenuantes tienen lugar en la proteína L de la polimerasa, por ejemplo, en una posición corres-
pondiente a Tyr942, Leu992, o Thr1558 de JS cp45. Preferiblemente, estas mutaciones se incorporan al PIV quimérico hu-
mano-bovino de la invención mediante una sustitución de aminoácidos idéntica, o conservadora, como la identificada
en el mutante biológico. Así, los PIV recombinantes pueden incorporar una mutación en la que Tyr942 está reemplaza-
do por His, Leu992 está reemplazado por Phe, y/o Thr1558 está reemplazado por Ile. Las sustituciones que son conser-
vadoras para estos aminoácidos de reemplazamiento son útiles también para conseguir un fenotipo mutante deseado.

Otros ejemplos de mutaciones adoptadas a partir de un PIV mutante de origen biológico incluyen una o más
mutaciones en la proteína N, incluyendo mutaciones específicas en una posición correspondiente a los residuos Val96
o Ser389 de JS cp45. En aspectos más detallados, estas mutaciones están representadas como sustituciones de Val96
para Ala o Ser389 para Ala o aquellas que son conservadoras para las mismas. Son útiles también dentro del PIV
recombinante de la invención la sustitución de aminoácidos en la proteína C, por ejemplo, una mutación en una
posición correspondiente a Ile96 de JS cp45, preferiblemente representada por una sustitución idéntica o conservadora
de Ile96 para Thr. Otros ejemplos más de mutaciones adoptadas a partir de PIV mutantes de origen biológico, incluyen
una mutación en el gen M tal como Pro199 en JS cp45, o más mutaciones en la proteína F, incluyendo las mutaciones
adoptadas a partir JS cp45 en una posición correspondiente a los residuos Ile420 o Ala450 de JS cp45, preferiblemente
representadas por sustituciones ácidas Ile420 para Val o Ala450 para Thr o sustituciones conservadoras de las mismas.
Otros PIV quiméricos humano-bovinos dentro de la invención adoptan una o más sustituciones de aminoácidos en
la proteína HN, como se ilustra aquí más adelante mediante un PIV recombinante que adopta una mutación en una
posición correspondiente al residuo Val384 de JS, preferiblemente representada por la sustitución de Val384 para Ala.

Otros ejemplos adicionales dentro de este aspecto de la invención incluyen los PIV quiméricos humano-bovinos
que incorporan una o más mutaciones en porciones no codificadoras del genoma o antigenoma de PIV, por ejemplo en
una secuencia líder 3’. Las mutaciones tomadas como ejemplo en este contexto pueden ser preparadas en una posición
en el líder 3’ de un virus recombinante en una posición correspondiente a los nucleótidos 23, 24, 28, o 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 más nucleótidos de la secuencia de partida del gen N, por ejemplo, en una posición correspondiente
al nucleótido 62 de JS cp45. En aspectos más detallados los PIV quiméricos humano-bovinos incorporan un cambio
de T a C en el nucleótido 23, un cambio de C a T en el nucleótido 24, un cambio de G a T en el nucleótido 28, y/o un
cambio de T a A en el nucleótido 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 posición correspondiente al nucleótido 62 de JS.

Estas mutaciones de los ejemplos mencionadas que se pueden preparar por ingeniería genética en un PIV quimérico
humano-bovino de la invención, han sido preparadas satisfactoriamente y recuperadas en PIV recombinante, como se
representa por los clones recombinantes de PIV denominados rcp45, rcp45 L, rcp45 F, rcp45 M, rcp45 HN, rcp45 C,
rcp45 F, rcp45 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 publicación internacional No. WO 98/53078), y solicitud provisional de
Estados Unidos No. 60/059.385, presentada el 19 de septiembre de 1997). Además, las referencias mencionadas antes
describen la construcción 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 más
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 heterólogos (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 biológico, se proporciona un amplio “menú” de mutaciones
atenuantes, cada una de las cuales se puede combinar con cualquier otra mutación o mutaciones para ajustar el nivel de
atenuación, la inmunogenicidad y la estabilidad genética en un PIV recombinante que lleva una mutación o mutaciones
de deleción o eliminación de C, D, y/o V. En este contexto, muchos PIVs recombinantes de la invención incluirán una
o más, y preferiblemente dos o más, mutaciones de PIV mutantes de origen biológico, por ejemplo, una cualquiera
de las mutaciones identificadas en JS cp45 o una combinación de ellas. Los PIVs recombinantes preferidos dentro de
la invención incorporarán una pluralidad y hasta un complemento completo de las mutaciones presentes en JS cp45 u
otras cepas mutantes de PIV de origen biológico. Preferiblemente, estas mutaciones se estabilizan frente a la reversión
del PIV quimérico humano-bovino mediante múltiples sustituciones de nucleótidos en un codón que especifica cada
mutación.

Las mutaciones adicionales que se pueden incorporar en el PIV quimérico humano-bovino de la invención son
mutaciones, por ejemplo, mutaciones atenuantes, identificadas en PIV heterólogos o en virus con RNA de cadena
negativa, no segmentados, más 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 posición correspondiente dentro del genoma o antigenoma del PIV quimérico humano-bovino.
En resumen, las mutaciones deseadas en un virus heterólogo con RNA de cadena negativa son transferidas al PIV re-
ceptor. Esto implica la localización de la mutación en el virus heterólogo, 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 mutación 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 descripción, es preferible modificar el genoma o antigenoma
receptor para codificar una alteración en el sitio sometido a mutación, que corresponde de forma conservadora a la
alteración identificada en el virus mutante heterólogo. Por ejemplo, si una sustitución de aminoácidos marca un sitio
de mutación en el virus mutante en comparación con la correspondiente secuencia natural, entonces se debe prepa-
rar por ingeniería genética una sustitución similar en el residuo o residuos correspondientes del virus recombinante.
Preferiblemente la sustitución incluirá un aminoácido idéntico o conservador para el residuo sustituto presente en la
proteína viral mutante. Sin embargo, es posible también alterar el residuo aminoácido nativo en el sitio de la mutación
de forma no conservadora con respecto al residuo sustituto en la proteína mutante (por ejemplo, utilizando cualquier
otro aminoácido para romper o deteriorar la función 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 invención 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 sarampión (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 invención están descritos en las referencias men-
cionadas antes, incluyendo pero sin limitarse a ella, una sustitución de aminoácidos de fenilalanina en la posición 521
de la proteína L de RSV que corresponde y por tanto es transferible a una sustitución de fenilalanina (o un aminoácido
relacionado de forma conservadora) en la posición 456 de la proteína 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 genómico heterólogo
incorporado al mismo. Sin embargo el tamaño particular y la secuencia de aminoácidos del fragmento de proteína
delecionado o insertado puede variar.

Otros candidatos adicionales de vacuna de PIV humano-bovino dentro de la invención se pueden conseguir mo-
dificando el genoma o antigenoma del PIV quimérico para codificar una mutación análoga a una mutación atenuante
identificada en el virus Sendai (SeV). En un ejemplo, la mutación atenuante comprende una sustitución de aminoá-
cidos de fenilalanina en la posición 170 de la proteína C de SeV. El genoma o antigenoma de PIV se modifica para
codificar una alteración de un residuo conservado que corresponde de forma conservadora a la alteración que marca la
mutación atenuante en el mutante SeV heterólogo. En una realización, la mutación se incorpora dentro de una proteína
de HPIV3 recombinante y comprende una sustitución de aminoácidos de fenilalanina en la posición 164 de la proteína
C de HPIV3.

Diferentes proteínas objetivos son responsables de la introducción 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 invención. En
todo el orden de los Mononegavirales, cinco proteínas objetivos están estrictamente conservadas y presentan grados de
identidad de secuencia de moderados a altos, para regiones o dominios específicos. En particular, todos los miembros
conocidos del orden, comparten una constelación homóloga de cinco proteínas: una proteína (N) de la nucleocápsida,
una fosfoproteína (P) de la nucleocápsida, una proteína (M) de la matriz no glucosilada, al menos una glucoproteína
(HN, F, H, o G) de superficie y una proteína (L) polimerasa de gran dimensión. Estas proteínas representan todas
objetivos útiles para incorporar mutaciones atenuantes mediante la alteración de uno o más residuos conservados en
una proteína del virus recombinante en un sitio que corresponde al sitio de una mutación atenuante identificado en el
virus mutante heterólogo.

En este contexto, los métodos para transferir mutaciones heterólogas al PIV quimérico humano-bovino de la in-
vención se basan en la identificación de una mutación atenuante en un primer virus con RNA de cadena negativa.
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La mutación, identificada en términos de secuencia mutante frente a secuencia natural en la posición del aminoácido
sujeto que marca el sitio de la mutación, proporciona un índice para comparación de la secuencia frente a una proteína
homóloga en el virus quimérico (ya sea en el genoma o antigenoma de fondo o en el gen o segmento génico heterólogo
añadido o sustituido en el mismo) que es el objetivo para la atenuación recombinante. La mutación 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 biológico. 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 mutación atenuante identificada en un virus con RNA de cadena negativa proporciona un índice para la com-
paración de secuencias frente a una proteína homóloga en uno o más virus heterólogos 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 análisis, para identificar las
regiones proteínicas y las posiciones de aminoácidos correspondientes entre la proteína que lleva la mutación atenuan-
te y una proteína homóloga de un virus diferente que es el virus recombinante objetivo para la atenuación. Cuando
uno o más residuos que marcan la mutación atenuante han sido alterados a partir de una identidad “natural” que se
conserva en la posición del aminoácido correspondiente en la proteína del virus quimérico humano-bovino objetivo,
el genoma o antigenoma del virus objetivo se modifica recombinantemente para codificar una deleción, sustitución,
o inserción de aminoácidos para alterar el residuo o residuos conservados en la proteína del virus objetivo y con ello
conferir un fenotipo análogo, atenuado en el virus recombinante.

Dentro de este método de diseño racional para construir virus recombinantes atenuados de cadena negativa, la
identidad natural del residuo o residuos en las posiciones de aminoácidos que marcan una mutación atenuante en
un virus con RNA de cadena negativa, puede ser conservada estrictamente, o mediante sustitución conservadora en
las correspondientes posiciones de aminoácidos en la proteína del virus quimérico humano-bovino objetivo. Así, el
residuo o residuos correspondientes en la proteína del virus objetivo pueden ser idénticos, o pueden estar relacionados
de forma conservadora en términos de estructura y función del grupo lateral de aminoácidos, con el residuo o residuos
naturales que son alterados por la mutación atenuante en el virus mutante heterólogo. En cualquier caso, se puede
conseguir una atenuación análoga en el virus recombinante según los métodos de la invención modificando el genoma
o antigenoma recombinante del virus objetivo para codificar la deleción, sustitución, o inserción de aminoácidos para
alterar el residuo o residuos conservados.

En este contexto, es preferible modificar el genoma o antigenoma para codificar una alteración del residuo o resi-
duos conservados que corresponde de forma conservadora a la alteración que marca la mutación atenuante en el virus
mutante heterólogo. Por ejemplo, si una sustitución de aminoácidos marca un sitio de mutación en el virus mutante
en comparación con la correspondiente secuencia natural, entonces debe ser preparada una sustitución en el residuo o
residuos correspondientes del virus recombinante. Preferiblemente la sustitución será idéntica o conservadora para el
residuo sustituto presente en la proteína viral mutante. Sin embargo, es posible alterar también el residuo de aminoá-
cido nativo en el sitio de mutación de forma no conservadora con respecto al residuo sustituto en la proteína mutante
(por ejemplo, utilizando cualquier otro aminoácido para romper o deteriorar la identidad y función 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 tamaño particular y la secuencia de aminoácidos
del fragmento de proteína delecionado o insertado puede variar.

Dentro de aspectos alternativos de la invención, las mutaciones así transferidas desde los virus mutantes heteró-
logos de cadena negativa pueden conferir una variedad de fenotipos dentro del PIV quimérico humano-bovino de
la invención, en adición o asociación con el fenotipo atenuado deseado. Así, las mutaciones tomadas como ejemplo
incorporadas dentro de las proteínas recombinantes del virus, pueden conferir fenotipos sensibles a la temperatura
(ts), adaptados al frío (ca), de placas pequeñas (sp), o con rango de hospedadores restringido (hr), o un cambio en el
crecimiento o en la inmunogenicidad, en adición al fenotipo atenuado o asociados con él.

Las mutaciones atenuantes en los PIV de origen biológico y otros virus no segmentados con RNA de cadena
negativa para incorporación 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 química durante el crecimiento del
virus en cultivos celulares a los cuales se ha añadido un mutágeno químico, mediante selección de un virus que ha
sido sometido a pases a temperaturas subóptimas con el fin de introducir mutaciones de restricción del crecimiento, o
mediante selección de un virus mutagenizado que produce placas pequeñas (sp) en cultivo celular, como se describe
en las referencias mencionadas antes.

Por “PIV de origen biológico” se entiende cualquier PIV no producido por medios recombinantes. Por tanto, los
PIV de origen biológico incluyen todos los PIV naturales, incluyendo, por ejemplo, los PIV naturales que tienen una
secuencia genómica natural y los PIV que tienen variaciones genómicas alélicas o mutantes a partir de una secuencia
de referencia de RSV natural, por ejemplo, los PIV que tienen una mutación que especifica un fenotipo atenuado.
Asimismo, los PIV de origen biológico incluyen PIV mutantes derivados de un PIV parental, por procedimientos
artificiales de mutagénesis y selección, entre otros.
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Como se ha indicado antes, la producción de un mutante de PIV de origen biológico 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 más bajas. Por ejemplo, se producen
mutantes parcialmente atenuados mediante pases en cultivos celulares a temperaturas subóptimas. Así, un mutante cp
(pasado por frío) u otra cepa de PIV parcialmente atenuada se adapta a un crecimiento eficiente en una temperatura
más baja mediante pases en cultivo. Esta selección de un PIV mutante durante pases en frío reduce sustancialmente
cualquier virulencia residual en las cepas derivadas en comparación con el virus parental parcialmente atenuado.

Alternativamente, se pueden introducir mutaciones específicas en los PIV de origen biológico sometiendo un virus
parental parcialmente atenuado a mutagénesis química, 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
atenuación y/o estabilidad del fenotipo ts del derivado atenuado. Los medios para la introducción de mutaciones ts en
el PIV incluyen la replicación del virus en presencia de un mutágeno tal como 5-fluorouridina según procedimientos
generalmente conocidos. Se pueden usar también otros mutágenos químicos. La atenuación puede resultar de una
mutación ts en casi todos los genes de PIV, aunque se ha encontrado que es un objetivo particularmente dispuesto para
este propósito, el gen (L) de la polimerasa.

El nivel de sensibilidad a la temperatura de la replicación en PIV atenuados tomados como ejemplo, para uso
dentro de la invención se determina comparando su replicación a una temperatura permisiva con la replicación a varias
temperaturas restrictivas. La temperatura más baja en la que la replicación del virus se reduce 100 veces o más en
comparación con su replicación a la temperatura permisiva se denomina temperatura de desconexión. En los animales
experimentales y en los seres humanos, tanto la replicación como la virulencia de PIV están correlacionadas con la
temperatura de desconexión del mutante.

Se ha encontrado que el mutante JS cp45 HPIV3 es relativamente estable genéticamente, altamente inmunógeno,
y satisfactoriamente atenuado. El análisis de la secuencia de nucleótidos de este virus de origen biológico y los virus
recombinantes que incorporan diferentes mutaciones individuales y combinadas encontradas en ellos, indica que cada
nivel de aumento de la atenuación está asociado con sustituciones específicas de nucleótidos y aminoácidos. Las re-
ferencias mencionadas antes describen también cómo distinguir de manera rutinaria entre las mutaciones incidentales
silentes y aquellas que son responsables de las diferencias de fenotipo, mediante la introducción 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 evaluación de las características fenotípicas del virus parental y del virus derivado identifica
las mutaciones responsables de características deseadas tales como la atenuación, la sensibilidad a la temperatura, la
adaptación al frío, el tamaño de placas pequeñas, la restricción del rango de hospedadores, etc.

Las mutaciones identificadas de este modo se compilan en un “menú” y se introducen entonces como se desee,
solas o en combinación, para ajustar un PIV quimérico humano-bovino hasta un nivel apropiado de atenuación, in-
munogenicidad, resistencia genética a la reversión desde un fenotipo atenuado, etc., tal como se desee. De acuerdo
con la descripción anterior, la capacidad para producir PIV infecciosos a partir del cDNA permite la introducción de
cambios específicos producidos por ingeniería genética dentro del PIV quimérico humano-bovino. En particular, los
PIV recombinantes infecciosos se emplean para la identificación de mutaciones específicas en cepas atenuadas de PIV,
de origen biológico, 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 incorporación rutinaria de estas mutaciones,
individualmente o en diferentes combinaciones seleccionadas, a un clon de cDNA de longitud completa, y después
se pueden determinar fácilmente los fenotipos de los virus recombinantes rescatados que contienen las mutaciones
introducidas.

Identificando e incorporando mutaciones específicas, de origen biológico, asociadas con los fenotipos deseados,
por ejemplo, un fenotipo cp o ts, en los clones de PIV infecciosos, la invención proporciona otras modificaciones
específicas del sitio en la mutación identificada o en la proximidad de ella. Mientras que la mayor parte de las muta-
ciones atenuantes producidas en los PIV de origen biológico son cambios de un único nucleótido, también se pueden
incorporar otras mutaciones “específicas del sitio” mediante técnicas recombinantes en el PIV de origen biológico o
recombinante. Como se usa aquí, las mutaciones específicas del sitio incluyen inserciones, sustituciones, deleciones
o reordenamientos desde 1 a 3, hasta aproximadamente 5-15 o más nucleótidos 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 específicas del sitio pueden ser
incorporadas en o dentro de la región de una mutación puntual de origen biológico, seleccionada. Alternativamente, se
pueden introducir las mutaciones en otros contextos diferentes dentro de un clon de PIV, por ejemplo en una secuencia
reguladora que actúa en cis o secuencia de nucleótidos, o cerca de ella, que codifica un sitio activo de la proteína,
sitio de unión, epítopo inmunógeno, etc. Los mutantes de PIV específicos del sitio retienen típicamente un fenotipo de
atenuación deseado, pero pueden presentar adicionalmente características fenotípicas alteradas no relacionadas con la
atenuación, por ejemplo, inmunogenicidad mejorada o ampliada, y/o mejora del crecimiento. Otros ejemplos de mu-
tantes deseados, específicos del sitio incluyen PIV recombinante diseñado para incorporar mutaciones adicionales de
nucleótidos estabilizantes en un codón que especifica una mutación puntual atenuante. Cuando sea posible, se introdu-
cen dos o más sustituciones de nucleótidos en los codones que especifican cambios de aminoácidos atenuantes en un
clon de PIV parental mutante o recombinante, dando un PIV de origen biológico o recombinante que tiene resistencia
genética a la reversión, a partir de un fenotipo atenuado. En otras realizaciones, las sustituciones, adiciones, deleciones
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o reordenamientos de nucleótidos específicas del sitio, se introducen hacia arriba o hacia abajo, por ejemplo, desde 1
a 3, de 5-10 y hasta 15 nucleótidos o más en 5’ o 3’, en relación con una posición de nucleótido objetivo, por ejemplo,
para construir o eliminar un elemento regulador existente que actúa en cis.

En adición a las mutaciones puntuales simples y múltiples y las mutaciones específicas del sitio, los cambios en
el PIV quimérico humano-bovino descritos aquí, incluyen deleciones, inserciones, sustituciones o reordenamientos de
uno o más genes o segmentos genómicos. Son particularmente útiles las deleciones que incluyen uno o más genes o
segmentos genómicos, cuyas deleciones han demostrado producir efectos fenotípicos adicionales deseados para ajus-
tar las características del PIV quimérico humano-bovino dentro de la invención. Así, la solicitud de patente de Estados
Unidos No. de Serie 09/350.821, presentada por Durbin et al. el 9 de julio de 1999, describe métodos y composiciones
en los que la expresión de uno o más 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 mutación que altera la asignación codificadora de
un codón de iniciación o mutaciones que introducen uno o uno o más codones de terminación. Alternativamente, uno
o más de los ORF de C, D, y/o V pueden ser delecionados en todo o en parte para hacer que las correspondientes
proteínas sean parcial o totalmente no funcionales o para romper totalmente la expresión de la proteína. El PIV re-
combinante que tiene tales mutaciones en C, D, y/o V, u otros genes no esenciales, tiene características fenotípicas
altamente deseables para el desarrollo de la vacuna. Por ejemplo, estas modificaciones pueden especificar uno o más
cambios fenotípicos deseados incluyendo (i) propiedades alteradas del crecimiento en cultivo celular, (ii) atenuación
en el tracto respiratorio superior y/o inferior de los mamíferos, (iii) un cambio en el tamaño de la placa viral, (iv) un
cambio en el efecto citopático, y (v) un cambio en la inmunogenicidad. Uno de tales mutantes ejemplares “inactiva-
dos” “(knock out)” que carece de la expresión 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 atenuación beneficioso.

Por tanto, en aspectos más detallados de la presente invención, el PIV quimérico humano-bovino incorpora mu-
taciones por deleción o inactivación en los ORF de C, D, y/o V que alteran o eliminan la expresión de los genes o
segmentos genómicos seleccionados. Esto se puede conseguir, por ejemplo, introduciendo una mutación de desplaza-
miento del marco o un codón de terminación dentro de una secuencia codificadora seleccionada, alterando los sitios
de iniciación de la traducción, cambiando la posición de un gen o introduciendo un codón de iniciación hacia arriba
para alterar su velocidad de expresión, cambiando las señales de transcripción GS y/o GE para alterar el fenotipo, o
modificando un sitio de edición del RNA (por ejemplo, restricciones de crecimiento, restricciones de temperatura en
la transcripción, etc.). En aspectos más detallados de la invención, se proporcionan PIV quiméricos humano-bovinos
en los que la expresión de uno o más genes, por ejemplo, los ORF de C, D, y/o V, es eliminada a nivel de traducción
o de transcripción sin deleción del gen o de uno de sus segmentos, por ejemplo, introduciendo múltiples codones de
terminación de la traducción en un marco de lectura abierto (ORF) de la traducción, alterando un codón de iniciación,
o modificando un sitio de edición. Estas formas de virus inactivados presentarán a menudo tasas reducidas de creci-
miento y tamaños pequeños de placas en el cultivo de tejidos. Por tanto aún así, estos métodos proporcionan nuevos
tipos adicionales de mutaciones atenuantes que eliminan la expresión de un gen viral que no es uno de los antígenos
virales protectores mayores. En este contexto, los fenotipos del virus inactivado producido sin deleción de un gen o
segmento genómico pueden ser producidos alternativamente mediante mutagénesis por deleción, como se ha descrito,
para excluir de modo efectivo las mutaciones correctoras que pueden restaurar la síntesis de una proteína objetivo. Se
pueden preparar otras diversas inactivaciones de genes para la deleción de los ORF de C, D, y/o V, y mutantes inac-
tivos, utilizando diseños 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 nucleótidos en el PIV quimérico humano-bovino pueden alterar algunas bases
(por ejemplo, de 15-30 bases, hasta 35-50 bases o más), grandes bloques de nucleótidos (por ejemplo, 50-100, 100-
300, 300-500, 500-1.000 bases), o genes casi completos o completos (por ejemplo, 1.000-1.500 nucleótidos, 1.500-
2.500 nucleótidos, 2.500-5.000, nucleótidos, 5.000-6.500 nucleótidos o más) 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 epítopo inmunógeno o cambiar un pequeño segmento genómico, mientras que, están implicados grandes
bloques de bases cuando se añaden, sustituyen, delecionan o reordenan genes o segmentos genómicos grandes.

En aspectos relacionados, la invención proporciona la suplementación de mutaciones adoptadas en un clon de PIV
recombinante procedente de un PIV de origen biológico, 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 expresión, o pueden ser añadidos, delecionados,
sustituidos, o reordenados, en todo o en parte, solos o en combinación con otras modificaciones deseadas, para dar un
PIV quimérico humano-bovino que presenta nuevas características de vacuna. Así, en adición o en combinación con
mutaciones atenuantes adoptadas de los mutantes de PIV de origen biológico, la presente invención 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 ingeniería recombinante clones de PIV infecciosos. Se puede producir una variedad
de alteraciones en una secuencia de polinucleótidos aislada que codifica un gen o segmento genómico objetivo, inclu-
yendo un gen o segmento genómico del donante o del receptor en un genoma o antigenoma del PIV quimérico para
incorporación en los clones infecciosos. Más específicamente, para conseguir los cambios estructurales y fenotípicos
deseados en el PIV recombinante, la invención permite la introducción de modificaciones que delecionan, sustituyen,
introducen, o reordenan un nucleótido o una pluralidad de nucleótidos seleccionados de un genoma o antigenoma

25



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 312 347 T3

parental, así como mutaciones que delecionan, sustituyen, introducen, o reordenan genes enteros o segmentos genó-
micos, dentro de un clon de PIV quimérico humano-bovino.

Se proporcionan así modificaciones en el PIV quimérico humano-bovino que simplemente alteran o eliminan la
expresión de un gen seleccionado, por ejemplo, introduciendo un codón de terminación dentro de una secuencia codifi-
cadora de PIV seleccionada o alterando su sitio de iniciación de la traducción o sitio de edición de RNA, cambiando la
posición de un gen de PIV en relación con un promotor funcionalmente ligado, introduciendo un codón de iniciación
hacia arriba para alterar las velocidades de expresión, modificando (por ejemplo, cambiando la posición, alterando
una secuencia existente, o sustituyendo una secuencia existente con una secuencia heteróloga) las señales de trans-
cripción GS y/o GE para alterar el fenotipo (por ejemplo, restricciones de crecimiento, restricciones de temperatura
en la transcripción, etc.), y otras diferentes deleciones, sustituciones, adiciones y reordenamientos que especifican
cambios cuantitativos o cualitativos en la replicación viral, transcripción de genes seleccionados, o traducción de los
RNA seleccionados. En este contexto, cualquier gen o segmento genómico 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 fenotípicos. Lo mismo que para las secuencias codifica-
doras, las regiones no codificadoras, líderes, tráiler e intergénicas pueden ser delecionadas, sustituidas o modificadas
similarmente y sus efectos fenotípicos analizados fácilmente, por ejemplo, mediante el uso de minirreplicones y PIV
recombinante.

Además, se puede producir una variedad de otras alteraciones genéticas en un genoma o antigenoma de PIV para
la incorporación en el PIV quimérico humano-bovino, solas o junto con una o más mutaciones atenuantes adoptadas a
partir de un PIV mutante de origen biológico, por ejemplo, para ajustar el crecimiento, atenuación, inmunogenicidad,
estabilidad genética o proporcionar otras ventajas estructurales y/o efectos fenotípicos. Estos tipos de mutaciones
adicionales están descritos también en las referencias mencionadas antes y pueden ser fácilmente producidas por
ingeniería genética en el PIV quimérico humano-bovino de la invención.

Además 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 homólogo, 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 inserción de sitios únicos de restricción en
diferentes regiones intergénicas o en otro sitio. Las secuencias del gen no traducidas se pueden separar para aumentar
la capacidad para insertar secuencias extrañas.

Otras mutaciones para incorporación en el PIV quimérico humano-bovino de la invención incluyen las mutaciones
dirigidas hacia señales que actúan en cis, que pueden ser identificadas, por ejemplo, por análisis mutacional de mini-
genomas de PIV. Por ejemplo, el análisis de inserción y deleción de las secuencias líder y tráiler y de las secuencias
flanqueantes identifica los promotores virales y las señales de transcripción y proporciona una serie de mutaciones
asociadas con grados variables de reducción de la replicación o transcripción del RNA. La mutagénesis por saturación
(con lo que cada posición es a su vez modificada para cada uno de los nucleótidos alternativos) de estas señales que
actúan en cis también ha identificado muchas mutaciones que afectan a la replicación o transcripción del RNA. Cual-
quiera de estas mutaciones se puede insertar en un antigenoma o genoma de PIV quimérico humano-bovino como se
describe aquí. La evaluación y manipulación de las proteínas que actúan en trans y las secuencias de RNA que actúan
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 homólogo del antigenoma que se asocia con cambios en la replicación y transcripción de RNA. En una
realización tomada como ejemplo, el nivel de expresión de proteínas específicas de PIV, tales como los antígenos
protectores HN y/o F, se puede aumentar sustituyendo las secuencias naturales con unas que se han preparado sinté-
ticamente y se han diseñado para ser consistentes con una traducción eficiente. En este contexto, se ha demostrado
que el uso del codón puede ser un factor importante en el nivel de traducción de las proteínas virales de mamífero
(Hans et al., Current Biol. 6: 315-324, 1996). La optimización mediante métodos recombinantes del uso del codón de
los mRNA que codifican las proteínas HN y F de PIV, que son los antígenos protectores mayores, proporcionará una
mejor expresión de estos genes.

En otra realización ejemplar, una secuencia que rodea un sitio de iniciación de la traducción (preferiblemente que
incluye un nucleótido en la posición 3) de un gen seleccionado de PIV, es modificada, sola o en combinación con
la introducción de un codón de iniciación hacia arriba, para modular la expresión del gen de PIV especificando la
regulación por incremento o la regulación por reducción de la traducción (Kozak et al., J. Mol. Biol. 196: 947-950,
1987). Alternativamente, o en combinación con otras modificaciones de PIV descritas aquí, la expresión génica de un
PIV quimérico humano-bovino puede ser modulada alterando una señal de transcripción GS o GE de cualquier gen
o genes seleccionados del virus. En realizaciones alternativas, los niveles de expresión del gen en el PIV quimérico
humano-bovino se modifican en el nivel de transcripción. En un aspecto, la posición de un gen seleccionado en el mapa
de genes de PIV puede ser cambiada a una posición más próxima al promotor o más distante del promotor, con lo que el
gen se expresará, respectivamente con más o menos eficiencia. Según este aspecto, la modulación de la expresión para
genes específicos se puede conseguir produciendo reducciones o aumentos de la expresión del gen desde dos veces,
más típicamente cuatro veces, hasta diez veces o más en comparación con los niveles naturales a menudo asistidos por
una reducción acorde en los niveles de expresión para los genes sustituidos recíprocamente, posicionalmente. Estos
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y otros cambios de transposición producen nuevos PIV quiméricos humano-bovinos que tienen fenotipos atenuados,
por ejemplo debidos a una reducción de la expresión de proteínas virales seleccionadas implicadas en la replicación
del RNA, o que tienen otras propiedades deseables tales como un aumento de la expresión del antígeno.

Los clones infecciosos de PIV quimérico humano-bovino de la invención también se pueden preparar por ingeniería
genética según los métodos y composiciones descritos aquí para aumentar la inmunogenicidad e inducir un nivel de
protección mayor que el proporcionado por la infección con un PIV natural o un PIV parental. Por ejemplo, se puede
añadir un epítopo inmunógeno procedente de una cepa o tipo de PIV heterólogo, o procedente de una fuente no PIV tal
como RSV, a un clon recombinante mediante cambios apropiados de nucleótidos en la secuencia de polinucleótidos
que codifica el genoma o antigenoma. Alternativamente, se puede preparar el PIV mutante de la invención para añadir
o eliminar (por ejemplo, mediante inserción, sustitución o deleción de aminoácidos) proteínas inmunógenas, dominios
de proteínas, o formas de proteínas específicas asociadas con reacciones inmunológicas deseables o indeseables.

Dentro de los métodos de la invención, se pueden insertar genes o segmentos genómicos adicionales en el genoma
o antigenoma de PIV quimérico humano-bovino o próximos a él. Estos genes pueden estar bajo un control común
con los genes receptores, o pueden estar bajo el control de un conjunto independiente de señales de transcripción.
Los genes de interés incluyen los genes de PIV identificados antes, así 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-interferón, y proteínas ricas en epítopos de células ayudadoras T. Estas proteínas adicionales se
pueden expresar como una proteína separada, o como una copia supernumeraria de las proteínas 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 genómicos 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
producirán una atenuación de las cepas de vacuna resultantes, mientras que otros especificarán diferentes tipos de
cambios fenotípicos deseados. Por ejemplo, los genes accesorios (esto es, no esenciales para el crecimiento in vitro)
son excelentes candidatos para codificar proteínas que interfieren específicamente con la inmunidad del hospedador
(véase, por ejemplo, Kato et al., 1997a, cita anterior). Se espera que la eliminación 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, polinucleótidos 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 proteína (N) de la nucleo-
cápsida, una fosfoproteína (P) de la nucleocápsida, y una proteína (L) polimerasa de gran dimensión. También se
describen composiciones y métodos para introducir los cambios estructurales y fenotípicos mencionados en un PIV
recombinante para dar virus de la vacuna infecciosos, atenuados.

La introducción 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
cDNA o su producto, sintético o de otro modo, que puede ser transcrito a un RNA genómico o antigenómico capaz
de servir como plantilla para producir el genoma de un virus o partícula subviral infecciosa. Así, 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 aquí tiene la ventaja de que cada región puede ser
manipulada por separado (los cDNA pequeños son más fáciles de manipular que los grandes) y después pueden ser
ensamblados más fácilmente en el cDNA completo. Así, el cDNA de antigenoma o genoma completo, o cualquier
subfragmento del mismo se pueden usar como plantilla para la mutagénesis dirigida a los oligonucleótidos. Esto pue-
de hacerse por intermedio de una forma fagémida de cadena única, tal como utilizando el kit Muta-gene® de Bio-Rad
Laboratories (Richmond, CA) o un método que utiliza un plásmido de cadena doble directamente como plantilla tal
como el kit de mutagénesis Chameleon de Stratagen (La Jolla, CA), o mediante la reacción en cadena de la polimerasa
empleando un cebador oligonucleótido o una plantilla que contiene la mutación 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 están disponibles para uso en la producción de las mutaciones de interés en el
cDNA del antigenoma o genoma de PIV. Las mutaciones pueden variar desde cambios de un único nucleótido hasta
el reemplazamiento de grandes trozos de cDNA que contienen uno o más genes o regiones del genoma.

Así, 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 porción de genoma o antigenoma de PIV es
clonado en el plásmido pTZ18U, y utilizado para transformar las células CJ236 (Life Technologies). Las preparaciones
del fagémido se preparan como recomienda el fabricante. Se diseñan oligonucleótidos para mutagénesis mediante la
introducción de un nucleótido alterado en la posición deseada del genoma o antigenoma. El plásmido 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 invención se pueden producir por coexpresión intracelular o libre de células de una o
más moléculas de polinucleótidos aisladas que codifican un RNA del genoma o antigenoma de PIV, junto con uno

27



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 312 347 T3

o más polinucleótidos que codifican las proteínas virales necesarias para generar una nucleocápsida de transcripción,
replicación. Entre las proteínas virales útiles para coexpresión para obtener PIV infecciosos están la proteína mayor de
la nucleocápsida proteína (N), la fosfoproteína (P) de la nucleocápsida, la proteína (L) polimerasa de gran dimensión,
la proteína (F) de fusión, la glucoproteína hemaglutinina-neuraminidasa (HN), y la proteína de la matriz (M). También
son útiles en este contexto los productos de los ORF de C, D y V de PIV.

Los cDNA que codifican un genoma o antigenoma de PIV se construyen para la coexpresión intracelular o in vitro
con las necesarias proteínas virales para formar un PIV infeccioso. Por “antigenoma de PIV” se entiende una molécula
aislada de polinucleótido de sentido positivo que sirve como plantilla para la síntesis del genoma progenie de PIV.
Preferiblemente se construye un cDNA que es una versión 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 proteínas necesarias para generar una nucleocápsida de
transcripción, replicación.

En algunas realizaciones de la invención el genoma o antigenoma de un PIV recombinante (rPIV) sólo necesita
contener aquellos genes o porciones de los mismos necesarios para convertir en infecciosas las partículas virales
o subvirales codificadas por ellos. Además, los genes o sus porciones pueden ser proporcionados por más de una
molécula de polinucleótido, esto es, un gen puede ser proporcionado por complementación o cosa similar, a partir
de una molécula separada de nucleótido. En otras realizaciones, el genoma o antigenoma de PIV codifica todas las
funciones necesarias para el crecimiento, replicación, e infección viral sin la participación de un virus ayudador o una
función viral proporcionada por un plásmido o línea de células ayudadoras.

Por “PIV recombinante” se entiende una partícula viral o subviral de PIV o tipo PIV derivada directa o indirecta-
mente de un sistema de expresión recombinante o propagada a partir de virus o partículas subvirales producidas en él.
El sistema de expresión recombinante empleará un vector de expresión recombinante que comprende una unidad de
transcripción ligada de forma funcional que comprende un ensamblaje de al menos un elemento o elementos genéticos
que tienen un papel regulador en la expresión génica de PIV, por ejemplo, un promotor, una secuencia estructural o
codificadora que es transcrita al RNA del PIV, y secuencias apropiadas de iniciación y terminación de la transcripción.

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 proteínas N, P y L de PIV necesarias para (i) producir una nucleocápsida capaz
de replicación con RNA, y (ii) hacer competentes a las nucleocápsidas progenie para ambos RNA, el de replicación
y el de transcripción. La transcripción mediante la nucleocápsida del genoma proporciona las otras proteínas de PIV
e inicia una infección productiva. Alternativamente, las proteínas de PIV adicionales necesarias para una infección
productiva pueden ser aportadas por coexpresión.

La síntesis de antigenoma o genoma de PIV junto con las proteínas virales mencionadas antes, se puede conseguir
también in vitro (libre de células), por ejemplo, utilizando una reacción combinada de transcripción-traducción, segui-
da por la transfección a las células. Alternativamente, el RNA de antigenoma o genoma se puede sintetizar in vitro y
transfectar a las células que expresan las proteínas de PIV.

Las secuencias complementarias que codifican las proteínas necesarias para generar una nucleocápsida de PIV de
transcripción y replicación, son proporcionadas por uno o más virus ayudadores. Tales virus ayudadores pueden ser
naturales o mutantes. Preferiblemente, el virus ayudador se puede distinguir fenotípicamente del virus codificado por
el cDNA de PIV. Por ejemplo, es deseable proporcionar anticuerpos monoclonales que reaccionan inmunológicamente
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 cromatografía de afinidad para separar el virus ayudador del virus
recombinante. Para ayudar a la obtención 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 glucoproteínas HN o F.

Las proteínas N, P, L y otras proteínas deseadas de PIV pueden ser codificadas por uno o más vectores de expresión
no virales, que pueden ser los mismos o separados del que codifica el genoma o antigenoma. Se pueden incluir si se
desea proteínas adicionales, cada una de ellas codificada por su propio vector o por un vector que codifica una o
más de las proteínas N, P, L y otras proteínas deseadas de PIV, o el genoma o antigenoma completo. La expresión
del genoma o antigenoma y de las proteínas a partir de los plásmidos transfectados, se puede conseguir por ejemplo,
mediante cada cDNA que está bajo el control de un promotor para la T7 RNA polimerasa, que a su vez es suministrado
por infección, transfección o transducción con un sistema de expresión 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 proteínas virales, y/o la T7 RNA polimerasa, también pueden ser proporcionadas por células de mamífero
transformadas o por transfección de mRNA o proteína preformadas.

Se puede construir un antigenoma de PIV para uso en la presente invención, por ejemplo, ensamblando segmentos
de cDNA clonado, que representan en conjunto el antigenoma completo, mediante la reacción en cadena de la polime-
rasa o similar (PCR; descrita por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos Números 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 construcción 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 expresión apropiado, tal como un
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plásmido, cósmido, fago, o DNA del virus vector. El vector puede ser modificado por mutagénesis y/o por inserción de
un poliligante sintético que contiene sitios de restricción únicos diseñados para facilitar el ensamblaje. Para facilidad
de preparación las proteínas N, P, L y otras proteínas de PIV deseadas, se pueden ensamblar en uno o más vectores por
separado. El extremo de la banda derecha del plásmido del antigenoma puede contener secuencias adicionales como
se desee, tales como una ribozima flanqueante y terminadores T7 de transcripción en tándem. La ribozima puede ser
de tipo cabeza de martillo (por ejemplo, Grosfeld et al., J. Virol. 69: 5677-5686, 1995), que podría dar un extremo 3’
que contiene un único nucleótido 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 podría dar un extremo 3’ libre de nucleótidos
no PIV. Los extremos de las bandas izquierda y derecha se unen entonces mediante un sitio de restricción común.

Se pueden hacer una variedad de inserciones, deleciones y reordenamientos de nucleótidos en el genoma o antige-
noma de PIV durante o después de la construcción del cDNA. Por ejemplo, se pueden sintetizar secuencias deseadas
de nucleótidos específicos y se pueden insertar en regiones apropiadas en el cDNA utilizando sitios de enzimas de res-
tricción convenientes. Alternativamente, se pueden usar técnicas tales como mutagénesis específica 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-
cripción 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 número de componentes de la subunidad cDNA hasta sólo 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,
cósmidos) para la propagación para acomodarse mejor al tamaño más grande del genoma o antigenoma.

Los polinucleótidos aislados (por ejemplo, cDNA) que codifican el genoma o antigenoma se pueden insertar en
células hospedantes apropiadas mediante transfección, electroporación, inserción mecánica, transducción o similares,
en células que son capaces de soportar una infección de PIV productiva, por ejemplo, células HEp-2, FRhL-DBS2,
LLC-MK2, MRC-5, y Vero. La transación de secuencias de polinucleótidos aisladas se puede introducir en células
cultivadas, por ejemplo, mediante transfección 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), electroporación
(Neumann et al., EMBO J. 1: 841-845, 1982), transfección mediada por DEAE-dextrano (Ausubel et al., ed., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc., New York, 1987), transfección mediada por lípidos ca-
tiónicos (Hawley-Nelson et al., Focus15: 73-79, 1993) o un reactivo de transfección comercialmente disponible, por
ejemplo, LipofectACE® (Life Technologies, Gaithersburg, MD) o similares.

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

Al proporcionar clones infecciosos de PIV, la invención permite un amplio intervalo de alteraciones que se pro-
ducen recombinantemente dentro del genoma (o antigenoma) de PIV, dando mutaciones definidas que especifican
cambios fenotípicos 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 genó-
mico o antigenómico capaz de servir como una plantilla para producir el genoma de partículas 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 genómico o antigenómico para ensamblar un cDNA de genoma o antigenoma comple-
to, como se describe aquí, tiene la ventaja de que cada región puede ser manipulada por separado, donde los cDNA
pequeños son más fáciles de manipular que los cDNA grandes, y después se ensamblan más fácilmente 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 oligonucleótidos. Esto puede hacerse por intermedio
de una forma fagémida de cadena única, tal como utilizando el kit MUTA-gene® de Bio-Rad Laboratories (Richmond,
CA) o un método que utiliza el plásmido de cadena doble directamente como plantilla tal como el kit de mutagénesis
Chameleon de Stratagen (La Jolla, CA), o mediante la reacción en cadena de la polimerasa empleando un cebador
oligonucleótido o una plantilla que contiene la mutación 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 producción de las mutaciones de interés en un
cDNA del antigenoma o genoma de PIV de la invención.

Así, en una realización 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 plásmido pTZ18U, y utilizado para transformar las células CJ236 (Life Technologies). Las prepa-
raciones de fagémidos se preparan como recomienda el fabricante. Los oligonucleótidos se diseñan para la mutagénesis
mediante introducción de un nucleótidos alterado en la posición deseada del genoma o antigenoma. El plásmido que
contiene el genoma o antigenoma genéticamente alterado se amplifica después.
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Las mutaciones pueden variar desde cambios de un único nucleótido hasta la introducción, deleción o reempla-
zamiento de grandes segmentos de cDNA que contienen uno o más genes o segmentos genómicos. Los segmen-
tos genómicos pueden corresponder a dominios estructurales y/o funcionales, por ejemplo, dominios citoplásmicos,
transmembranales o ectodominios de proteínas, sitios activos tales como los sitios que median en la unión u otras
interacciones bioquímicas con diferentes proteínas, sitios epitópicos, por ejemplo, sitios que estimulan la unión de
anticuerpos y/o las respuestas inmunitarias humorales o mediadas por las células, etc. Los segmentos genómicos útiles
a este respecto varían desde aproximadamente 15-35 nucleótidos en el caso de segmentos genómicos que codifican
pequeños dominios funcionales de proteínas, por ejemplo, sitios epitópicos, hasta aproximadamente 50, 75, 100, 200-
500, y 500-1.500 o más nucleótidos.

La capacidad para introducir mutaciones definidas en PIV infecciosos tiene muchas aplicaciones, incluyendo la
manipulación de mecanismos patógenos e inmunógenos de PIV. Por ejemplo, las funciones de las proteínas de PIV,
incluyendo las proteínas 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 expresión de las proteínas, o que dan proteínas mutantes. También
se pueden manipular rutinariamente diferentes características estructurales del RNA del genoma, tales como los pro-
motores, regiones intergénicas, y señales de transcripción, dentro de los métodos y composiciones de la invención.
Los efectos de las proteínas que actúan en trans y de las secuencias de RNA que actúan en cis sepueden determinar fá-
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 útil para caracterizar a
estos mutantes que pueden ser demasiado inhibidores para ser recuperados en un virus infeccioso independiente de la
replicación.

Ciertas sustituciones, inserciones, deleciones o reordenamientos de genes o segmentos genómicos dentro del PIV
recombinante de la invención (por ejemplo, la sustitución de un segmento genómico que codifica una proteína o
región proteínica seleccionada, por ejemplo una cola citoplásmica, dominio transmembranal o ectodominio, un sitio
o región epitópico, un sitio o región de unión, un sitio activo o región que contiene un sitio activo, etc.) se preparan
en relación estructural o funcional a un gen o segmento genómico “homólogo” existente, procedente del mismo o
diferente PIV o de otra fuente. Tales modificaciones dan nuevos recombinantes que tienen los cambios fenotípicos
deseados en comparación con el PIV natural o parental u otras cepas virales. Por ejemplo, los recombinantes de este
tipo pueden expresar una proteína quimérica que tiene una cola citoplásmica y/o un dominio transmembranal de un
PIV fusionado con otro ectodominio de otro PIV. Otros ejemplos de recombinantes de este tipo expresan regiones
proteínicas duplicadas, tales como regiones inmunógenas duplicadas.

Como se usa aquí, los genes, segmentos genómicos, proteínas o regiones proteínicas “homólogos”, proceden típi-
camente de fuentes heterólogas (por ejemplo, de diferentes genes de PIV, o que representan el mismo gen o segmento
genómico (esto es, homólogo o alélico) en diferentes tipos o cepas de PIV). Los homólogos típicos seleccionados
en este contexto comparten características estructurales generales, por ejemplo, cada homólogo puede codificar una
proteína o dominio proteínico estructural comparable, tal como un dominio citoplasmático, dominio transmembranal,
ectodominio, sitio o región de unión, sitio o región epitópico, etc. Los dominios homólogos y sus segmentos genó-
micos codificadores abarcan un ensamblaje de especies que tienen un rango de tamaño y variaciones de secuencia
definidos por una actividad biológica común entre las variantes del dominio o segmento genómico.

Los genes y segmentos genómicos homólogos, así como otros polinucleótidos descritos aquí para producir el PIV
recombinante dentro de la invención, comparten a menudo una identidad sustancial de secuencia con una “secuencia
de referencia” de polinucleótidos seleccionada, por ejemplo, con otra secuencia homóloga seleccionada. Como se usa
aquí, una “secuencia de referencia” es una secuencia definida usada como base para la comparación 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 nucleótidos de longitud, frecuentemente al menos 25 nucleótidos
de longitud, y a menudo al menos 50 nucleótidos de longitud. Puesto que dos polinucleótidos pueden comprender cada
uno (1) una secuencia (esto es, una porción de la secuencia completa de polinucleótidos) que es similar entre los dos
polinucleótidos, y (2) pueden comprender además una secuencia que es divergente entre los dos polinucleótidos, las
comparaciones de secuencias entre dos (o más) polinucleótidos se realizan típicamente comparando las secuencias de
los dos polinucleótidos sobre una “ventana de comparación” para identificar y comparar regiones locales de similitud
de secuencia. Una “ventana de comparación”, como se usa aquí, se refiere a un segmento conceptual de al menos
20 posiciones contiguas de nucleótidos en el que las secuencias de polinucleótidos pueden ser comparadas con una
secuencia de referencia de al menos 20 nucleótidos contiguos y en el que la porción de la secuencia de polinucleótidos
en la ventana de comparación puede comprender adiciones o deleciones (esto es, huecos) de 20 por ciento o menos en
comparación con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones ni deleciones) para el alineamiento óptimo
de las dos secuencias.

El alineamiento óptimo de las secuencias para el alineamiento de una ventana de comparación se puede llevar
a cabo por el algoritmo de homología local de Smith & Waterman (Adv. Appl. Math. 2: 482, 1981), por el algorit-
mo de alineamiento de la homología de Needleman & Wunsch, (J. Mol. Biol. 48: 443, 1970), por la investigación
del método de similitud de Pearson & Lipman, (Proc. Natl. Acad. Sci. USA85: 2444, 1988), mediante implemen-
taciones informáticas 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 inspección, y se selec-
ciona el mejor alineamiento (esto es, el que produce el más alto porcentaje de similitud de secuencia en la ventana de
comparación) generado por los diferentes métodos. El término “identidad de secuencia” significa que dos secuencias
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de polinucleótidos son idénticas (esto es, en una base nucleótido-por-nucleótido) en la ventana de comparación. El
término “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando dos secuencias óptimamente alineadas en la
ventana de comparación, determinando el número de posiciones en las que hay idéntica base de ácido nucleico (por
ejemplo, A, T, C, G, U, o I) en ambas secuencias para dar el número de posiciones concordantes, dividiendo el nú-
mero de posiciones concordantes por el número total de posiciones en la ventana de comparación (esto es, el tamaño
de la ventana), y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia. Los términos
“identidad sustancial” como se usa aquí indica una característica de una secuencia de polinucleótidos, en la que el
polinucleótido 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, más comúnmente al menos 99 por ciento de identidad de
secuencia en comparación con una secuencia de referencia en una ventana de comparación de al menos 20 posiciones
de nucleótidos, frecuentemente en una ventana de comparación de al menos 25-50 nucleótidos, en la que el porcentaje
de identidad de secuencia se calcula comparando la secuencia de referencia con la secuencia de polinucleótidos que
puede incluir deleciones o adiciones que son en total 20 por ciento o menos de la secuencia de referencia en la ventana
de comparación. La secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia más grande.

En adición a estas relaciones de la secuencia de polinucleótidos, se seleccionan también típicamente proteínas y
regiones de proteínas codificadas por el PIV recombinante de la invención, 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 aminoácidos en las posiciones correspondientes. El término “similitud de secuencia” significa péptidos que
tienen idénticos o similares aminoácidos (esto es, sustituciones conservadoras) en las posiciones correspondientes. El
término “identidad sustancial de secuencia” significa que dos secuencias peptídicas, cuando están óptimamente 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, más
preferiblemente al menos 95 por ciento de identidad de secuencia o más (por ejemplo, 99 por ciento de identidad de
secuencia). El término “similitud sustancial” significa que dos secuencias peptídicas comparten los correspondientes
porcentajes de similitud de la secuencia. Preferiblemente, las posiciones de residuos que no son idénticos difieren por
sustituciones conservadoras de aminoácidos. Las sustituciones conservadoras de aminoácidos se refieren a la inter-
cambiabilidad de residuos que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoácidos que tiene
cadenas laterales alifáticas es el de glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina; un grupo de aminoácidos que tiene
cadenas laterales con hidroxilo alifático es el de serina y treonina; un grupo de aminoácidos que tiene cadenas latera-
les que contienen grupo amido es el de asparragina y glutamina; un grupo de aminoácidos que tiene cadenas laterales
aromáticas es el de fenilalanina, tirosina, y triptófano; un grupo de aminoácidos que tiene cadenas laterales básicas
es el de lisina, arginina, e histidina; y un grupo de aminoácidos que tiene cadenas laterales que contienen azufre es
el de cisteína y metionina. Los grupos de sustitución conservadora de aminoácidos preferidos son: valina-leucina-iso-
leucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, y asparragina-glutamina. Las abreviaturas para los veinte
aminoácidos presentes en la naturaleza utilizados aquí siguen el uso convencional (Immunology - A Synthesis, 2nd
ed., E. S. Golub & D. R. Gren, eds., Sinauer Associates, Sunderland, MA, 1991). Los estereoisómeros (por ejemplo,
D-aminoácidos) de los veinte aminoácidos convencionales, los aminoácidos no naturales tales como los aminoácidos
α,α-disustituidos, los N-alquil-aminoácidos, el ácido láctico, y otros aminoácidos no convencionales también pueden
ser componentes adecuados para los polipéptidos de la presente invención. Los ejemplos de aminoácidos no conven-
cionales incluyen: 4-hidroxiprolina, γ-carboxiglutamato, ε-N,N,N-trimetillisina, ε-N-acetillisina, O-fosfoserina, N-
acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, ω-N-metilarginina, y otros aminoácidos similares
y los iminoácidos (por ejemplo, 4-hidroxiprolina). Además, se pueden modificar los aminoácidos por glucosilación,
fosforilación y similares.

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

Los PIV recombinantes de la invención se pueden ensayar en diferentes modelos in vitro e in vivo bien conocidos
y generalmente aceptados, para confirmar la atenuación adecuada, la resistencia a la reversión fenotípica, y la inmuno-
genicidad para uso en la vacuna. En los ensayos in vitro, el virus modificado (por ejemplo, un PIV de origen biológico
o recombinante, con una multiplicidad de atenuación), se ensaya por ejemplo, en cuanto al nivel de replicación, la
sensibilidad a la temperatura de la replicación del virus, esto es fenotipo ts, y en cuanto al fenotipo de las placas pe-
queñas u otro fenotipo deseado. Los virus modificados se ensayan además en modelos animales de infección por PIV.
Una variedad de modelos animales ha sido descrita y está resumida en diferentes referencias mencionadas aquí. Los
sistemas de modelos de PIV, incluyendo roedores y primates no humanos, para evaluar la atenuación y la actividad
inmunógena de los candidatos a vacuna de PIV, son ampliamente aceptados en la técnica, y los datos obtenidos de los
mismos están bien correlacionados con la infección, atenuación e inmunogenicidad de PIV en los seres humanos.
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De acuerdo con la descripción 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 está en una forma
aislada y típicamente purificada. Por aislado se entiende que se refiere al PIV que está en otro entorno diferente al
nativo de un virus natural, tal como la nasofaringe de un individuo infectado. Más 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 añadir a un estabilizante.

Para uso en la vacuna, el PIV recombinante producido según la presente invención se puede utilizar directamente
en formulaciones de vacuna, o se puede liofilizar, como se desee, utilizando protocolos de liofilización bien conocidos
por los expertos. El virus liofilizado será mantenido típicamente a aproximadamente 4ºC. Cuando está listo para su
uso el virus liofilizado se reconstituye en una solución estabilizante, por ejemplo, solución salina o que comprende
SPG, Mg ++ y HEPES, con o sin adyuvante, como se describe adicionalmente más adelante.

Las vacunas de PIV como se describen aquí contienen como ingrediente activo una cantidad inmunogénicamente
efectiva de PIV producido como se describe aquí. El virus modificado puede ser introducido en un hospedador con un
vehículo y/o adyuvante fisiológicamente aceptable. Los vehículos útiles son bien conocidos en la técnica, e incluyen,
por ejemplo, agua, agua tamponada, solución salina al 0,4%, glicina al 0,3%, ácido hialurónico y similares. Las solu-
ciones acuosas resultantes pueden ser envasadas para su uso como tales, o pueden ser liofilizadas, siendo combinada
la preparación liofilizada con una solución estéril antes de la administración, como se ha mencionado antes. La com-
posición puede contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables como se requiera para aproximarse a las
condiciones fisiológicas, 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 sorbitán, oleato de trietanolamina, y similares. Los adyuvantes aceptables incluyen
el adyuvante incompleto de Freund, MPLTM (monofosforil lípido 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 inmunización con una composición de PIV como se describe aquí, vía aerosol, gotitas, vía oral, tópica u
otra via, el sistema inmunitario del hospedador responde a la vacuna produciendo anticuerpos específicos para las
proteínas del virus PIV, por ejemplo, glucoproteínas F y HN. Como resultado de la vacunación con una cantidad
inmunogénicamente efectiva de PIV producido como se describe aquí, el hospedador llega a ser al menos parcialmente
o completamente inmune a la infección por PIV, o resistente para desarrollar una infección por PIV moderada o grave,
particularmente del tracto respiratorio inferior.

El hospedador al que se administran las vacunas puede ser cualquier mamífero que sea susceptible a la infección
por PIV o un virus estrechamente relacionado y dicho hospedador es capaz de generar una respuesta inmunitaria
protectora para los antígenos de la cepa de vacunación. 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 invención se administran a un hospedador susceptible
a una infección o que está de otra manera en riesgo de infección 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 dependerá del estado de salud y
peso del hospedador, del modo de administración, de la naturaleza de la formulación, etc., pero generalmente variará
desde aproximadamente 103 hasta aproximadamente 107 unidades formadoras de placas (PFU) o más, de virus por
hospedador, más comúnmente de aproximadamente 104 a 106 PFU de virus por hospedador. En cualquier caso, las
formulaciones de vacuna deben proporcionar una cantidad de PIV modificado de la invención suficiente para proteger
de forma efectiva al paciente hospedador frente a una infección por PIV grave o de riesgo para la vida.

El PIV producido de acuerdo con la presente invención se puede combinar con virus de otros serotipos o cepas de
PIV para conseguir la protección frente a múltiples serotipos o cepas de PIV. Alternativamente, la protección frente a
múltiples serotipos o cepas de PIV se puede conseguir combinando epítopos protectores de múltiples serotipos o cepas
incluidos por ingeniería genética en un virus, como se describe aquí. Típicamente cuando se administran diferentes
virus, estarán mezclados y se administrarán simultáneamente, pero también se pueden administrar por separado. La
inmunización 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 aquí 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 antígenos protectores de otros patógenos, tales como el virus sincitial respiratorio (RSV) o el virus del saram-
pión, incorporando las secuencias que codifican estos antígenos protectores en el genoma o antigenoma del PIV que
se usa para producir PIV infeccioso, como se describe aquí (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 repetición de
la administración, serán determinados basándose en el estado de salud y peso del paciente, el modo de administración,
la naturaleza de la formulación, etc. Las dosis generalmente variarán desde aproximadamente 103 hasta aproximada-
mente 107 unidades formadoras de placas (PFU) o más, de virus por paciente, más comúnmente de aproximadamente
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104 a 106 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 fijación del complemento, neutralización 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 síntomas de enfermedad respiratoria superior. Como con la administración a monos rhesus, el virus atenuado de la
vacuna crece en la nasofaringe de los vacunados a niveles aproximadamente 10 veces o más bajos que el virus natural,
o aproximadamente 10 veces o más bajos cuando se comparan con los niveles de PIV incompletamente atenuado.

En los neonatos y lactantes, puede ser necesaria la administración múltiple para provocar suficientes niveles de
inmunidad. La administración debería 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 año y dos años, según sea necesario para mantener niveles suficientes
de protección frente a la infección por el PIV nativo (natural). Similarmente, los adultos que son particularmente
susceptibles a infección por PIV repetida o grave, tal como, por ejemplo, los trabajadores sanitarios, los trabajadores de
guarderías, familiares de niños pequeños, los ancianos, los individuos con la función cardiopulmonar afectada, pueden
requerir inmunizaciones múltiples 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 según sea necesario para mantener los niveles
deseados de protección. Además, diferentes virus de vacuna pueden estar indicados para administración a diferentes
grupos receptores. Por ejemplo, una cepa de PIV preparada por ingeniería genética que expresa una citocina o una
proteína adicional rica en epítopos de la célula T puede ser particularmente ventajosa para los adultos más que para
los lactantes.

Las vacunas de PIV producidas como se describe aquí, se pueden combinar con virus que expresan antígenos de
otro subgrupo o cepa de PIV para conseguir protección frente a múltiples subgrupos o cepas de PIV. Alternativamente,
el virus de vacuna puede incorporar epítopos protectores de múltiples cepas o subgrupos de PIV preparados en un clon
de PIV, como se describe aquí.

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

Los PIV candidatos para la vacuna preferidos, presentan una disminución muy sustancial de la virulencia cuando se
comparan con el virus natural que circula naturalmente en los seres humanos. El virus está suficientemente atenuado de
forma que los síntomas de infección no aparecerán en la mayor parte de los individuos inmunizados. En algunos casos
el virus atenuado puede ser todavía capaz de diseminación en los individuos no vacunados. Sin embargo, su virulencia
está 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 atenuación 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 restricción de la replicación en el tracto respiratorio
superior de un hospedador altamente susceptible, tal como un chimpancé, o mono rhesus, comparado con los niveles
de replicación del virus natural, por ejemplo, 10 a 1000 veces menos. Con el fin de reducir además el desarrollo de la
rinorrea, que se asocia con la replicación del virus en el tracto respiratorio superior, un virus candidato ideal para la
vacuna debería presentar un nivel restringido de replicación tanto en el tracto respiratorio superior como en el inferior.
Sin embargo, los virus atenuados deben ser suficientemente infecciosos e inmunógenos en los seres humanos como
para conferir protección a los individuos vacunados. Los métodos para determinar los niveles de PIV en la nasofaringe
de un hospedador infectado son bien conocidos en la bibliografía.

Los niveles de inmunidad inducida proporcionados por las vacunas se pueden monitorizar también midiendo las
cantidades de anticuerpos neutralizantes secretores y séricos. Basándose en estas medidas, se pueden ajustar las dosis
de vacuna o se pueden repetir las vacunaciones según sea necesario para mantener los niveles de protección deseados.
Además, virus diferentes de vacuna pueden ser ventajosos para diferentes grupos receptores. Por ejemplo, una cepa de
PIV preparada por ingeniería genética que expresa una proteína adicional rica en epítopos de las células T puede ser
particularmente ventajosa para los adultos más que para los lactantes.

Además, 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 está bajo el control del mismo o diferente promotor del que controla la expresión
de PIV. Se administra a un paciente el PIV infeccioso producido mediante la coexpresión del genoma o antigenoma
de PIV recombinante con las proteínas N, P, L y otras proteínas deseadas del PIV, y que contiene una secuencia que
codifica el producto génico de interés. La administración es típicamente por aerosol, nebulizador, u otra aplicación
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tópica al tracto respiratorio del paciente que se trata. El PIV recombinante se administra en una cantidad suficiente
para producir la expresión de niveles terapéuticos o profilácticos del producto génico deseado. Los productos géni-
cos representativos que se pueden administrar dentro de este método son preferiblemente adecuados para expresión
transitoria, incluyendo, por ejemplo, interleucina-2, interleucina-4, gamma-interferón, GM-CSF, G-CSF, eritropoye-
tina, y otras citocinas, glucocerebrosidasa, fenilalanina-hidroxilasa, regulador de la conductancia transmembranal de
la fibrosis quística (CFTR), hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferasa, citotoxinas, genes supresores de tumor, los
RNA antisentido, y antígenos de vacuna.

Los siguientes ejemplos se dan a modo de ilustración, no de limitación.

Ejemplo I

Construcción de los cDNA que codifican un antigenoma quimérico de HPIV3/BPIV3 y recuperación de los virus
infecciosos

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

Se construyó 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 glucoproteínas HN y F
del HPIV3 parental e inducirán un alto nivel de inmunidad frente a HPIV3 en los primates. Ambos virus quiméricos
fueron recuperados satisfactoriamente. Ambos crecieron hasta títulos altos en cultivo celular y se encontró que ambos
eran atenuados en los monos rhesus. Así, la proteína N fue identificada como un ejemplo de proteína que contribuye
al fenotipo del rango de hospedadores de BPIV3. La inmunización de los monos rhesus con cualquiera de los virus
recombinantes quiméricos Ka o SF, indujo un alto nivel de resistencia a la replicación de HPIV3 usado como un
enfrentamiento natural.

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

La secuencia de nucleótidos de consenso, completa, para cada una de las cepas Ka o SF de BPIV3 se determinó a
partir de los productos de la RT-PCR generados del RNA del virión. Estas secuencias se detallan en las figuras 6A-6G,
y en las figuras 7A-7G, respectivamente. El cDNA de longitud completa que codifica un RNA antigenómico completo
de Ka de BPIV3 de 15456 nucleótidos (nt) se detalla aquí en las figuras 6A-6G (véase también GenBank Nº 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 nucleótidos 21 y 23. Ambas, la secuencia publicada y la secuencia del ejemplo de cDNA se
presentan naturalmente en la población de virus de la cepa kansas con frecuencias similares. El cDNA utilizado en
el presente ejemplo contiene una secuencia que empieza en el nucleótido 18, ACTGGTT (SEQ ID NO. 1), mientras
que la correspondiente secuencia publicada (GenBank Nº de acceso AF178654; Figuras 6A-6G, SEQ ID NO. 22) es
ACTTGCT (los nucleótidos que difieren en las posiciones 21 y 23 están subrayados).

Para construir la secuencias de nucleótidos de consenso para las cepas Ka y SF de BPIV3, se sometió el RNA
del virión a transcripción reversa utilizando el sistema Superscript II Preamplification System (Life Technologies,
Gaithersburg, MD.) y 200 ng de cebadores hexámeros aleatorios. Se llevó 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 homólogos para las
regiones de RNA conservadas entre las secuencias de paramixovirus publicadas previamente. Se construyó cada par
de cebadores para incluir la concordancia de los sitios de restricción de la enzima (no representados en la secuencia
elegida para amplificación).

Se generó una genoteca aleatoria separada para cada amplicón digiriendo un conjunto de productos de la PCR con
las apropiadas enzimas de restricción, seguido por la purificación en gel, ligamiento de los productos en ordenamientos
en tándem y ultrasonidos. Se generó 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
nucleótidos de los insertos de cDNA mediante secuenciación automática del DNA utilizando el kit de secuenciación
en ciclo Taq DYE Deoxy Terminator (ABI, Foster City, CA). Se ensambló una secuencia continua (contigua) para
cada uno de los fragmentos originales grandes de la RT-PCR con suficiente redundancia de modo que la posición de
cada nucleótido fue confirmada por un mínimo de 3 clones independientes de M13. Las secuencias genómicas 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 secuenciación automática.
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Estas secuencias se detallan en las Figuras 6A-6G (Ka) y en las Figuras 7A-7G (SF), respectivamente. El análisis
de estas secuencias reveló que el porcentaje de la identidad de aminoácidos entre HPIV3 y BPIV3 para cada una de las
siguientes proteínas es: N (86%), P (65%), M (93%), F (83%), HN (77%), y L (91%). Así se encontró la divergencia
de secuencias distribuida sobre muchos genes. La secuencia de aminoácidos deducida de los genes N de estos dos
virus se presenta en GenBank Nº AF178654 (Ka) y Nº AF178655 (SF), no incluidos. La posición del ORF de N en
el genoma de BPIV3 está indicada en los respectivos informes de GenBank. En el ejemplo que sigue, el ORF de N
del virus Ka o SF se seleccionó 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 proteínas de
HPIV3 y BPIV3. En este estudio se cambió el ORF de N, pero no las secuencias no codificadoras en 3’ o 5’, del
gen N, lo que permitió asignar un fenotipo de atenuación observado de cKa y cSF a la proteína 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 homólogo de HPIV3 en el rJS cDNA p3/7(131)2G
que codifica una copia completa de RNA antigenómico 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 publicación 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 sólo del ORF de N. El pUC119JSN que lleva el gen N de HPIV3
y los plásmidos 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 restricción, NcoI y AflII, en los sitios de iniciación y terminación de la traducción, respectivamente (Fig.
1A). Después de la digestión con NcoI/AflII de pUC119KaN-NcoI/AflII, se introdujo la región codificadora N de
BPIV3 como un fragmento NcoI/AflIII en el pUC119JSN-NcoI/AflII como un reemplazo para la región 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 plásmido pLeft quimérico se combinó con el fragmento XhoI/NgoMl 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 plásmidos quiméricos de PIV3 resultantes denominados pB/HPIV3NKa o pB/HPIV3NSF,
contenían el antigenoma rJS de longitud completa en el cual el ORF de N codificaba la proteína N de Ka o SF
de BPIV3.

Se transfectaron los cDNA antigenómicos quiméricos de HPIV3/BPIV3 individualmente a células HEp-2 culti-
vadas hasta casi confluencia en placas de 6 pocillos junto con dos plásmidos 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 bacteriófago T7 RNA polimerasa (MVA-T7) como se ha descrito previamente
(Durbin et al., Virology234: 74-83, 1997b). Un plásmido soporte N usado en trabajos previos fue omitido porque el
plásmido antigenómico expresaba niveles suficientes de la proteína N. Se mantuvieron los cultivos durante 3,5 días a
32ºC, tras lo cual se recogieron los sobrenadantes, se pasaron por células LLC-MK2 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 proteína N de BPIV3 (denominados como virus quiméricos recombinantes rHPIV3-NB o, más
específicamente, como virus quiméricos “cKa” y “cSF”) recuperados de las transfecciones fueron confirmadas por
secuenciación de los productos de la RT-PCR que contienen las regiones de los codones de iniciación y de termina-
ción del ORF de N procedentes del RNA del virión aislado después de amplificación 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 digestión con TaqI para confirmar la identidad quimérica de los virus cKa y cSF
(Fig. 4). Los perfiles de digestión por TaqI fueron distintos para los 3 virus parentales y los 2 virus quiméricos, y cada
perfil parental incluía fragmentos de TaqI de un único tamaño, permitiendo la contribución de la secuencia de los rJS,
Ka y SF parentales para los virus quiméricos a ser verificados. Los recombinantes quiméricos cKa y cSF recuperados,
contenía cada uno las secuencias esperadas como se había diseñado.

Ejemplo II

Replicación de virus quiméricos HPIV3/BPIV3 en cultivo celular

La replicación eficiente de vacunas de virus vivos atenuados en células de cultivo de tejidos es una característica
del PIV quimérico humano-bovino de la invención que permite la fabricación eficiente de los materiales de la vacuna
recombinante. La replicación multiciclo de rJS parental, cKa, Ka parental, cSF, y SF parental en una línea celular
bovina (MDBK) y en una línea celular de simio (LLC-MK2) fue determinada infectando células con virus en una
multiplicidad de infección de 0,01 y recogiendo muestras (por triplicado) a lo largo de un periodo de tiempo de cinco
días (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 líneas celulares lo mismo que sus virus parentales hu-
manos o bovinos sin retraso significativo en la replicación ni una significativa reducción en el título de virus obtenido.
En cada caso, el virus quimérico se replicó hasta más de 107,0 TCID50/ml que está muy por encima de la dosis de 104,0

o105,0 de las vacunas de PIV humanos o bovinos vivos atenuados que se están usando actualmente en ensayos clínicos
humanos (Karron et al., 1996, cita anterior; Karron et al., 1995a, cita anterior; y Karron et al., 1995b, cita anterior).

Ejemplo III

Evaluación de la atenuación 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 atenuación se correlaciona con la atenuación en los
seres humanos (Karron et al., 1995a, cita anterior) como se indica por el hecho de que Ka está altamente restringido
en la replicación en el tracto respiratorio superior de los lactantes y niños seronegativos totalmente susceptibles.
La ausencia de tos, obstrucción laríngea, bronquiolitis, o neumonía 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
está ampliamente aceptado como un modelo razonablemente correlativo para evaluar la atenuación 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 105,0 TCID50 por sitio a los monos rhesus. Se monitorizó la replicación utilizando los procedimientos descritos pre-
viamente para obtener muestras del tracto respiratorio superior (muestras de frotis nasofaríngeo) 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 reducción de 63 veces o una reducción de 32 veces en la media de los picos del título
de virus en comparación con la del rJS HPIV3 parental. Ambos, cKa y cSF, fueron también atenuados para el tracto
respiratorio inferior, pero esta diferencia fue sólo estadísticamente significativa para cSF. El bajo nivel de replicación
de rJS en el tracto respiratorio inferior hizo difícil demostrar de una forma estadísticamente significativa la restricción
adicional de replicación debida a un fenotipo de atenuación en este sitio.

(Tabla pasa a página siguiente)
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El nivel de replicación 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 adquisición del gen N de cualquiera de los Ka o
SF de BPIV3 por rJS HPIV3 atenuó 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 replicación 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 sustitución por otros genes de BPIV3, tales como M, P, o L, de sus homólogos HPIV3 en rJS
dará niveles similares o mayores de atenuación como se observa después de la sustitución del gen N de HPIV3 por
el gen N de BPIV3. La observación de que el nivel de replicación 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
atenuación 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 días después de la inoculación inicial con 106,0

TCID50 de rJS intranasalmente e intratraquealmente en un inóculo de 1 ml en cada sitio. Se tomaron muestras de la
nasofaringe y de la tráquea como se ha descrito previamente en los días indicados en la Tabla 2. Se determinó el título
de virus presente en cada sitio para cada mono en monocapas de células LLC-MK2, y los títulos presentados son la
media de los picos de los títulos (Hall et al., 1992, cita anterior). La infección previa con cualquier virus quimérico
indujo un alto nivel de resistencia a la replicación del virus de enfrentamiento rJS tanto en el tracto respiratorio
superior como en el inferior. Los monos previamente infectados con cKa manifestaron una reducción de 300 veces
en la replicación del HPIV3 (rJS) natural en el tracto respiratorio superior y una reducción de 1000 veces en el
tracto inferior en comparación con los monos control no inoculados. Los monos previamente infectados con cSF
manifestaron una reducción de 2000 veces en la replicación de rJS en el tracto respiratorio superior y una reducción
de 1000 veces en el tracto inferior en comparación con los monos control no inoculados. El nivel de reducción de la
replicación 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 infección
con cualquier virus quimérico HPIV3/BPIV3 proporcionó un alto nivel de protección 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 días 0 y 28 se analizó por el ensayo HAI utilizando HPIV3 (cepa JS) y BPIV3
(cepa Ka) como antígeno como se ha descrito previamente (Coelingh et al., J. Infect. Dis. 157: 655-662, 1988). Aunque
cKa-N y cSF-N estaban altamente atenuados en el tracto respiratorio superior e inferior de los monos rhesus en relación
con el rJS, cada virus quimérico indujo una respuesta de anticuerpos de inhibición de la hemaglutinación (HAI) frente
al HPIV3 que fue 2,5 a 5 veces superior en magnitud que la inducida por la inmunización con su respectivo BPIV3
parental. Esto es debido probablemente a la presencia de la proteína HN de HPIV3 en los virus quiméricos. Además,
las respuestas HAI específicas de HPIV3 inducidas por los virus quiméricos fueron estadísticamente indistinguibles
de las inducidas por la inmunización con rJS. Un resultado adicional inesperado demostrado aquí 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 rJS, Ka o
SF.

Ejemplo IV

Construcción y caracterización de HPIV3/BPIV3 quiméricos, candidatos para la vacuna, que tienen glucoproteínas
heterólogas de fusión y hemaglutinina-neuraminidasa

En el ejemplo precedente, la base de la restricción de replicación por el rango de hospedadores de BPIV3 para el
tracto respiratorio de los primates fue examinada mediante la generación y caracterización de un PIV3 recombinante
humano (rHPIV3) en el que el marco de lectura abierto (ORF) de N fue reemplazado por el de su homólogo BPIV3.
El virus quimérico resultante, rHPIV3-NB, denominado también cKa o cSF, se replicó eficientemente in vitro pero fue
restringido en la replicación en el tracto respiratorio superior de los monos rhesus, identificando la proteína N como
un determinante independiente de la restricción del rango de hospedadores de BPIV3 en los monos rhesus (Bailly et
al., J. Virol. 74: 3188-3195, 2000).

En el presente ejemplo, se examinó la contribución de los genes de la glucoproteína de fusión (F) y los genes
de la glucoproteína hemaglutinina-neuraminidasa (HN) del virus paragripal bovino tipo 3 (BPIV3) a su replicación
restringida en el tracto respiratorio de los primates no humanos generando y caracterizando dos virus BPIV3/HPIV3
quiméricos recíprocos. Un HPIV3 quimérico que contiene genes heterólogos de glucoproteínas F y HN de BPIV3 en
lugar de los suyos propios, y el recombinante recíproco que comprende un “esqueleto” de BPIV3 que lleva los genes F
y HN de HPIV3 en sustitución de los genes homólogos de glucoproteínas de BPIV3, fueron generados para evaluar el
efecto de la sustitución de las glucoproteínas sobre la replicación 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 homólogos de BPIV3, produciendo un recombinante quimérico denominado rHPIV3-FBHNB. Se construyó el
recombinante quimérico recíproco de PIV3 (rBPIV3-FHHNH) reemplazando los genes F y HN de un BPIV3 recombi-
nante (rBPIV3) con sus homólogos de HPIV3. En el último virus, la introducción 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 así
un mejor candidato para la vacuna en comparación 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 proteínas HN y F homólogas 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 fácilmente y presentaron cinéticas de replicación en las cé-
lulas LLC-MK2 de simio que fueron comparables a las de sus virus parentales, dando a entender que las glucoproteínas
heterólogas eran compatibles con las proteínas internas de PIV3. Las características distintivas de la citopatología de
BPIV3 frente a HPIV3 se mantenían aparte junto con sus respectivos genes F y HN. El HPIV3 que lleva los genes F y
HN de BPIV3 fue atenuado para la replicación en monos rhesus hasta un nivel similar al de su virus parental BPIV3,
indicando que los genes de glucoproteína de BPIV3 son determinantes mayores de su restricción de replicación por
el rango de hospedadores en los monos rhesus. El BPIV3 que lleva los genes F y HN de HPIV3 (rBPIV3-FHHNH) 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 atenuación global de BPIV3.
Además, demuestran que las secuencias de BPIV3 fuera de la región F y HN también contribuyen al fenotipo de
atenuación en los primates. Este último hallazgo es consistente con la demostración en el ejemplo precedente de
que la secuencia codificadora de nucleoproteína de BPIV3 es un determinante de su atenuación para los primates. A
pesar de su replicación restringida en el tracto respiratorio de monos rhesus, el rBPIV3-FHHNH confirió un nivel de
protección contra al enfrentamiento con HPIV3 natural que fue indistinguible del conferido por una infección previa
con HPIV3 natural. A partir de estos hallazgos y otros relacionados, se ve claramente la utilidad de rBPIV3FHHNH
como un candidato para la vacuna frente a HPIV3.

Virus y células

Se mantuvieron cultivos de monocapas de células HEp-2 y LLC-MK2 de simio en medio MEM (Life Technologies,
Gaithersburg, MD) suplementado con suero fetal bovino al 5% (Summit Biotechnology, Ft. Collins, CO), 50 µg/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
versión recombinante (rHPIV3), y el virus rHPIV3 que contiene el ORF de Ka N de BPIV3 en lugar del ORF N de
HPIV3 (rHPIV3-NB) 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 32ºC en células LLC-MK2 (ATCC CCL-7), como se ha descrito previamente (Hall et al., 1992,
cita anterior). El virus recombinante de la cepa Ankara de vaccinia modificada (MVA) que expresa el bacteriófago T7
RNA polimerasa está descrito por Wyatt et al. (1995, cita anterior).

Construcción de los cDNA antigenómicos que codifican los virus BPIV3/HPIV3 recombinantes

a) Construcción de cDNA para recuperar rBPIV3

Se construyó un cDNA de longitud completa para codificar el RNA antigenómico completo de 15456 nucleótidos
(nt) de BPIV3 Ka, como se ha descrito antes. Se ensambló el cDNA procedente de 4 subclones derivados por trans-
cripción reversa (RT) del RNA viral utilizando el sistema SuperScript II Pre-amplification System (Life Technologies,
Gaithersburg, MD) y la amplificación por reacción 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 plásmidos pUC19 modifica-
dos (New England Biolabs, Beverly, MA) utilizando los siguientes sitios de reconocimiento de la enzima de restricción
internos que se presentan en la naturaleza: SmaI (posición nt 186 de la secuencia de BPIV3 Ka), PstI (nt 2896), MluI
(nt 6192), SacII (nt 10452) y Bsp LU11 (nt 15412). Se secuenciaron múltiples subclones del cDNA antigenómico
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 modificó para contener un nuevo poliligante con los sitios de reconocimiento de la enzima de
restricción para XhoI, Sma I, MluI, SacII, EcoRI, HindIII y RsrII. El clon de cDNA de longitud completa pBPIV3(184)
contenía los siguientes elementos en orden 3’ a 5’: un promotor T7 seguido por 2 residuos no virales de guanosina,
la secuencia antigenómica completa de BPIV3 Ka, una ribozima del virus delta de la hepatitis y un terminador de la
transcripción de la T7 polimerasa (Bailly et al., 2000, cita anterior; y Durbin et al., 1997a, cita anterior).

b) Construcción de rHPIV3-FBHNB y rBPIV3-FHHNH

Se introdujeron sitios únicos de reconocimiento de la enzima de restricción en el cDNA antigenómico de BPIV3
y en el cDNA antigenómico 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
restricción SgrAI en la región no codificadora hacia abajo del gen M en la posición 4811 de la secuencia de rBPIV3
y en la posición 4835 de la secuencia de rHPIV3 JS (GenBank Nº de acceso Z11575). El número del nucleótido dado
para la posición de los sitios de reconocimiento de la enzima de restricción indica el nucleótido después del cual corta
la enzima, no el primer nucleótido del sitio de reconocimiento de la enzima de restricción. La secuencia se cambió 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 están subrayados).
Se introdujeron sitios de restricción Bs/WI en la región 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 cambió 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 digestión de cada uno con SgrAI y Bs/WI, purificación 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 nucleótidos (nts) de la
secuencia viral, de los cuales los nts 4835 a 8619 venían de BPIV3, y se utilizó para derivar rHPIV3-FBHNB (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 venían de HPIV3, y se utilizó para derivar el rBPIV3-FHHNH
(Figuras 8A-8C).

Plásmidos soporte de BPIV3 para la recuperación de virus a partir de cDNA

Los plásmidos 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
NcoI en el codón de iniciación de los marcos de lectura abiertos (ORFs) de N, P y L utilizando mutagénesis dirigida al
sitio. El sitio de restricción NcoI y un sitio de restricción que se presenta naturalmente hacia abajo de cada ORF (Spe
I para N, HincII para P y Bsp LU11I para L) se utilizó para la clonación en el pTM. Después de la clonación, el sitio
NcoI en pTM(N) se mutagenizó volviendo a la secuencia original para restaurar la asignación correcta de aminoácidos
en el segundo codón. En los pTM(P) y pTM(L) la secuencia de aminoácidos codificada por el ORF no se alteró por la
introducción de los sitios Nco I.

Transfección

Se cultivaron células HEp-2 (aproximadamente 1,5×106 células por pocillo de una placa de seis pocillos) hasta
90% de confluencia y se transfectaron con 0,2 µg cada una de los plásmidos soporte de BPIV3, pTM(N) y pTM
(P), y 0,1 µg de pTM(L), junto con 5 µg del cDNA antigenómico de longitud completa y 12 µl de LipofectACE
(Life Technologies, Gaithersburg, MD). Cada mezcla de transfección contenía también 1,5×107 unidades formadoras
de placas (PFU) de MVA-T7, como se ha descrito previamente (Durbin et al., 1997, cita anterior). Se incubaron los
cultivos a 32ºC 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 incubación a 32ºC durante
tres días más, y se sometieron a pases sobre monocapas de células LLC-MK2 en frascos de 25 cm2 y se incubaron
durante 5 días a 32ºC. El virus presente en el sobrenadante se purificó en placa tres veces antes de la amplificación y
caracterización.

Caracterización molecular de los recombinantes quiméricos recuperados

La presencia de los genes heterólogos F y HN en el esqueleto de PIV3 bovino o humano se confirmó en los
virus recombinantes purificados en placa mediante la RT-PCR del RNA viral aislado de las células infectadas o del
sobrenadante, que se realizó utilizando un par de cebadores que reconoce las secuencias conservadas en rBPIV3 y
rHPIV3. Esto dio fragmentos de tamaño similar (nts 4206-9035 en rBPIV3, nts 4224-9041 en rHPIV3, nts 4206-9017
en rBPIV3-FHHNH, y nts 4224-9059 en rHPIV3-FBHNB) que después fueron digeridos con EcoRI y fueron analizados
por electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Fig. 9). La secuencia de nucleótidos que flanquea los sitios de restricción
SgrAI y BslWI introducidos en cada virus se confirmó secuenciando el producto respectivo de la RT-PCR.

Replicación de los virus quiméricos HPIV3/BPIV3 en cultivo celular

Se determinó la cinética de crecimiento multiciclo de BPIV3 Ka, rHPIV3-FBHNB, rBPIV3-FHHNH, rHPIV3-NB
y rHPIV3 en células LLC-MK2 infectando las células por triplicado con una multiplicidad de infección (MOI) de
0,01 y recogiendo muestras a intervalos de 24 horas a lo largo de un periodo de seis días, como se ha descrito previa-
mente (Tao et al., 1998, cita anterior). Se congelaron las muestras rápidamente y se titularon en un único ensayo en
monocapas de células LLC-MK2 en placas de 96 pocillos a 32ºC, 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 inhibición de la hemaglutinación (HAI) (van Wyke Coelingh et al., 1988, cita anterior) en grupos
de 2 o 4 animales con 105 dosis50 infecciosas de cultivo de tejido (TCID50) por ml de BPIV3 Ka, rHPIV3-FBHNB,
rBPIV3-FHHNH, rHPIV3-NB o rHPIV3. Se recogieron frotis nasofaríngeos diariamente los días 1 a 11 y el día 13. Se
recogieron muestras de lavado traqueal los días 2, 4, 6, 8, y 10 después de la infección. Se congelaron rápidamente las
muestras individuales y se conservaron a -70ºC hasta que todas las muestras estuvieron disponibles para titulación. Se
tituló 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 días 0 y 28 fueron analizados
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por el ensayo HAI utilizando HPIV3 JS y BPIV3 Ka como antígenos, como se ha descrito previamente (van Wyke
Coelingh et al., 1988, cita anterior). El día 28 después de la inoculación, se enfrentaron los monos intranasalmente e
intratraquealmente con 106 TCID50 por sitio de HPIV3 JS. Se recogieron muestras de frotis nasofaríngeo los días 3, 4,
5, 6, 7 y 8, y muestras de lavado traqueal los días 4, 6 y 8 después del enfrentamiento. Se titularon las muestras en un
único ensayo como se ha descrito antes. Se recogió el suero el día 28 después del enfrentamiento.

Recuperación de rBPIV3 y los virus quiméricos BPIV3/HPIV3 (rHPIV3-FBHNB y rBPIV3-FHHNH) a partir de cDNA

Se construyó un cDNA antigenómico completo de BPIV3, denominado pBPIV(184), para codificar la secuencia
de consenso de BPIV3 Ka. Este cDNA antigenómico de BPIV3 se modificó después mediante la introducción de sitios
únicos SgrAI y BslWI en la región no codificadora hacia abajo de los genes M y HN, respectivamente (Fig. 8C). Se
introdujeron los mismos sitios de restricción en la región no codificadora hacia abajo de los genes M y HN de un cDNA
antigenómico completo de HPIV3 descrito previamente, p3/7(131)2G (Durbin et al., 1997a, cita anterior). Los genes
de las glucoproteínas F y HN de HPIV3 y BPIV3 fueron intercambiados mediante el cambio de este fragmento de
restricción SgrAI-BslWI. Se anticipó que un intercambio directo de genes completos sería bien tolerado debido al alto
nivel de conservación de la secuencia entre las señales que actúan en cis de BPIV3 y HPIV3. El cDNA antigenómico
de HPIV3 que lleva los genes F y HN de BPIV3 fue denominado pHPIV(215), y el cDNA antigenómico de BPIV3
que lleva los genes F y HN de HPIV3 fue denominado pBPIV(215).

Los cDNA antigenómicos pBPIV(184), pHPIV(215), pBPIV(215) y p3/7(131)2G fueron transfectados por sepa-
rado a células HEp-2 junto con los tres plásmidos soporte de BPIV3 pTM(N), pTM(P) y pTM(L), y las células fueron
infectadas simultáneamente con MVA recombinante que expresa la T7 RNA polimerasa. Para confirmar que los virus
recuperados eran ciertamente los virus esperados rBPIV3, rHPIV3-FBHNB, rBPIV3-FHHNH y rHPIV3, se analizó el
RNA intracelular o el RNA procedente del sobrenadante de cada virus clonado, por la RT-PCR utilizando un par de
cebadores que reconocía las secuencias idénticas en HPIV3 JS y BPIV3 Ka. El par cebador amplificó 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-FHHNH, y nts 4224-9059 en
rHPIV3-FBHNB). La generación de cada producto de la PCR fue dependiente de la inclusión 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 EcoRI, lo que se podría predecir que daría un modelo de digestión por la
enzima de restricción único, diferente, para cada uno de los cuatro virus (Fig. 9). En cada caso, se observó el modelo
previsto, confirmando la identidad del esqueleto y de los genes F y HN insertados. Además, se realizó la secuenciación
de nucleótidos sobre los productos de la RT-PCR para confirmar la presencia de los sitios de restricción introducidos
y de las secuencias flanqueantes.

El efecto citopático (CPE) causado por rBPIV3-FHHNH en las células LLC-MK2 fue indistinguible del de HPIV3
JS (células condensadas, redondeadas y pequeños sincitios) pero diferente de BPIV3 (sincitios multicelulares grandes),
mientras que el CPE causado por rHPIV3-FBHNB fue idéntico al causado por BPIV3. Esto indica que la citopatología
de los PIV quiméricos se mantenía 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-FBHNB y rBPIV3-FHHNH se comparó con la de sus virus parentales infec-
tando monocapas de LLC-MK2 a una MOI de 0,01 y monitorizando la producción de virus infeccioso. La cinética
y la magnitud de replicación de los dos virus quiméricos fueron comparables a las de sus virus parentales HPIV3 o
BPIV3 (Fig. 10). Esto sugiere que las glucoproteínas de BPIV3 y HPIV3 eran compatibles con las proteínas internas
heterólogas de PIV3. Esta es una importante propiedad porque hará posible preparar eficientemente virus para vacuna.

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

Se evaluaron rHPIV3-FBHNB y rBPIV3-FHHNH 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 introducción de los genes F
y HN de BPIV3 en el HPIV3 sobre la atenuación de la replicación en monos rhesus, como se ha descrito antes para
la proteína N de BPIV3 (véase también, Bailly et al., 2000, cita anterior). Además, se determinaron los efectos de
la introducción de los genes F y HN de HPIV3 en el BPIV3 sobre la replicación en monos rhesus. Si las mutaciones
atenuantes predominantes de BPIV3 estuvieran en otros genes distintos de F y HN, se podría esperar entonces un
pequeño efecto global del intercambio de glucoproteínas de HPIV3-BPIV3 sobre la replicación de BPIV3 en los
monos rhesus.

Se administró cada virus quimérico intranasalmente e intratraquealmente a monos rhesus en una dosis de 105

TCID50 por sitio. El nivel de replicación de los virus quiméricos se comparó con el de los virus parentales rHPIV3
y BPIV3 y con el de rHPIV3-NB (Tabla 3). Puesto que el virus parental rHPIV3 se replicó a un nivel de bajo a
moderado en el tracto respiratorio inferior, sólo se podrían hacer comparaciones significativas entre grupos para la
replicación en el tracto respiratorio superior. El nivel de replicación de rHPIV3FBHNB 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 demostró que los genes
de las glucoproteínas de BPIV3 contenían uno o más determinantes mayores del fenotipo de atenuación del rango de
hospedadores de BPIV3 para los monos rhesus. La magnitud y modelo de replicación de rHPIV3-FBHNB y rHPIV3-
NB fueron muy similares, indicando que cada uno de los dos elementos genéticos bovinos, especialmente el gen N
frente a los genes F y HN, atenúan el HPIV3 en una medida similar.

TABLA 3

Los genes de las glucoproteínas F y HN de BPIV3 contribuyen a su replicación restringida en el tracto respiratorio
de monos rhesus

El virus quimérico rBPIV3-FHHNH se replicó significativamente menos que el rHPIV3 (Tabla 3), y se agrupó con
BPIV3 en un test de rango múltiple de Duncan. Sin embargo, la inspección de su modelo de replicación en la Figura
11B sugirió que el rBPIV3-FHHNH se replicaba a un nivel intermedio entre los de sus HPIV3 y BPIV3 parentales. La
interpretación de que rBPIV3-FHHNH 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 indicó que los títulos medios de HPIV3,
rBPIV3-FHHNH y BPIV3 entre el día 3 y el día 8 después de la infección son significativamente diferentes (d.f.
2,8; p<0,05). La observación de que la introducción de las proteínas F y HN de HPIV3 produjo un aumento en la
replicación de BPIV3 en monos rhesus indica (i) que F y HN contienen uno o más determinantes de restricción del
rango de hospedadores y (ii) que uno o más elementos genéticos de BPIV3 que están fuera de los genes F y HN, por
ejemplo la proteína N, atenúan el virus para los monos rhesus. Esto confirma que la base genética para la restricción
del rango de hospedadores puede implicar múltiples genes.

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

El rBPIV3-FHHNH tiene importantes características 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 glucoproteínas F y HN, que son los antígenos protectores mayores. Por tanto, fueron documentadas su inmuno-
genicidad y su eficacia protectora frente al enfrentamiento con HPIV3. Se inmunizaron monos Rhesus por infección
con BPIV3 Ka, rHPIV3-FBHNB, rBPIV3-FHHNH, rHPIV3-NB, o rHPIV3. Se enfrentaron 28 días más tarde con virus
HPIV3 JS natural. Se tomaron muestras de suero antes de la infección inicial el día 0 y antes del enfrentamiento. El
BPIV3 y el rHPIV3-FBHNB indujeron anticuerpos HAI séricos que reaccionaron más eficazmente con BPIV3 que
con HPIV3, mientras que fue el caso contrario para el HPIV3 y el rBPIV3-FHHNH. Así, el origen de los genes de las
glucoproteínas en cada virus determinó si la respuesta del anticuerpo HAI estaba dirigida predominantemente frente a
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HPIV3 o frente a BPIV3. La replicación 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 más protectores en el tracto respiratorio superior que los virus que llevan F y HN de BPIV3.
Esto está de acuerdo con el más alto nivel de anticuerpos HAI séricos específicos de HPIV3 inducidos por los virus
que llevan F y HN de HPIV3.

TABLA 4

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

Basándose en los ejemplos mencionados, la invención proporciona la importación 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-FBHNB se replicó in vitro así como los respectivos virus
parentales. Se confirmó también que el intercambio de F y HN entre el BPIV3 y el HPIV3 es compatible dado que
las proteínas F y HN de HPIV1 considerablemente más 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 replicación in vitro. El rBPIV3-FHHNH se replicó 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 atenuación global de BPIV3 para los primates. La atenuación global
de virus BPIV3 es por tanto la suma de dos o más 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 está 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), está solamente relacionado
antigénicamente en un 25% con el HPIV3 (Coelingh et al., J. Infect. Dis. 157: 655-662, 1988). Así, la inmunogenicidad
de BPIV3 frente a HPIV3 se mejorará si se modifica para expresar los antígenos protectores F y HN de HPIV3. El
rBPIV3-FHHNH representa un virus de este tipo, y, en el presente ejemplo, la inmunización de monos rhesus con
rBPIV3-FHHNH indujo un nivel más alto de anticuerpos frente a HPIV3 que la inmunización con BPIV3. Además, el
rBPIV3-FHHNH confirió un nivel de protección frente a la replicación en el enfrentamiento con HPIV3 en el tracto
respiratorio superior e inferior que fue estadísticamente indistinguible de la protección conferida por una infección
previa con rHPIV3. Similarmente, el rHPIV3-NB, que está atenuado por la proteína N de BPIV3 pero tiene antígenos
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-NB indujo niveles más altos de anticuerpos frente a HPIV3 que el
rBPIV3-FHHNH.
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El rBPIV3-FHHNH se replica a niveles más altos en los monos rhesus que el BPIV3, aunque está significativamente
atenuado en comparación con el HPIV3. Puesto que el nivel de replicación 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 aquí métodos adicionales para atenuar los virus quiméricos humano-bovinos para
asegurar que los virus de la vacuna replicados sólo hasta niveles moderados, por ejemplo en lactantes humanos, para
prevenir enfermedades del tracto respiratorio inaceptables entre los vacunados.

El ligero aumento en la replicación de rBPIV3-FHHNH en los primates ofrece una oportunidad para utilizar el
rBPIV3-FHHNH como un vector para antígenos virales heterólogos tales como las glucoproteínas de otros PIVs (por
ejemplo, HPIV1 y HPIV2), las glucoproteínas F y G de RSV, y la glucoproteína HA del sarampión, que pueden ser
incorporadas como genes o segmentos genómicos añadidos o sustituidos en el HPIV3 atenuado candidato para la vacu-
na. En diferentes ejemplos descritos aquí, el ligero aumento en la replicación de rBPIV3-FHHNH en los monos sobre el
de BPIV3 puede ser compensado por la adición de antígenos virales protectores extraños, por ejemplo, glucoproteínas
de RSV, cuya adición proporciona un nivel seleccionado de atenuación. Los datos presentados aquí definen además la
base para la restricción del rango de hospedadores de BPIV3 para los primates e identifican el rBPIV3-FHHNH como
un candidato potencial para la vacuna frente a HPIV3 y como un vector para antígenos virales heterólogos.

Información sobre el depósito 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:

44



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 312 347 T3

REIVINDICACIONES

1. Una molécula de polinucleótido 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 o más genes o segmentos genómicos heterólogos de uno o más 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 genómicos heterólogos
codifica una proteína mayor de la nucleocápsida (N) de PIV bovino.

2. Un virus paragripal quimérico humano-bovino infeccioso (PIV), que comprende una proteína mayor de la nu-
cleocápsida (N), una fosfoproteína de la nucleocápsida (P), una proteína polimerasa de gran dimensión (L) y un
genoma o antigenoma quimérico humano-bovino codificado por el polinucleótido de la reivindicación 1.

3. Un PIV quimérico según la reivindicación 2, que comprende además uno o más genes o segmentos genómicos
heterólogos adicionales que codifican una o más proteínas P, C, D, V, M, F, HN y/o L de PIV o fragmentos de las
mismas.

4. Un PIV quimérico según cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3, en el que dichos uno o más genes o segmentos
genómicos heterólogos incluyen un marco de lectura abierto completo (ORF) de una o más proteínas P, C, D, V, M, F,
HN y/o L de PIV.

5. Un PIV quimérico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que dichos uno o más genes o segmentos
genómicos heterólogos incluyen un elemento regulador heterólogo que comprende una región extragénica de cabeza
3’ o de cola 5’, una señal de partida del gen, una señal de final del gen, un sitio de edición de RNA, una señal de
encapsidación, una región intergénica o una región no codificadora en 3’ o 5’.

6. Un PIV quimérico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en el que un gen o segmento genómico
heterólogo, o bien sustituye a un gen o segmento genómico homólogo en un genoma o antigenoma de fondo de PIV
parcial o completo;

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

se añade o sustituye en una posición correspondiente a una posición de orden del gen natural, de un gen o segmento
genómico homólogo dentro del genoma o antigenoma de fondo de PIV parcial o completo; o bien

se añade o sustituye en una posición que está más próxima al promotor o más distante del promotor en comparación
con una posición de orden del gen natural, de un gen o segmento genómico homólogo dentro del genoma o antigenoma
de fondo de PIV parcial o completo.

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

8. Un PIV quimérico según la reivindicación 2, en el que el genoma o antigenoma de PIV quimérico humano-
bovino codifica una glucoproteína quimérica que tiene un ectodominio de glucoproteína de HPIV, un determinante
antigénico o un epítopo inmunógeno.

9. Un PIV quimérico según la reivindicación 8, en el que el segmento genómico heterólogo codifica un ectodominio
de glucoproteína.

10. Un PIV quimérico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, en el que el genoma o antigenoma quimérico
se modifica además por adición o sustitución de uno o más genes o segmentos genómicos heterólogos adicionales
procedentes de un PIV humano dentro del genoma o antigenoma quimérico, para aumentar la estabilidad genética o
alterar la atenuación, la reactogenicidad o el crecimiento en el cultivo del virus quimérico.

11. Un PIV quimérico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, en el que el genoma o antigenoma quimérico
se modifica además por introducción de una o más mutaciones atenuantes identificadas en un PIV mutante de origen
biológico u otro virus mutante no segmentado, con RNA de cadena negativa.

12. Un PIV quimérico según la reivindicación 11, en el que las mutaciones atenuantes, una o más, se estabilizan
mediante cambios múltiples de nucleótidos en un codón que especifica la mutación.

13. Un PIV quimérico según la reivindicación 11, en el que el genoma o antigenoma incorpora al menos una y hasta
un complemento entero de mutaciones atenuantes que especifican una sustitución de aminoácido en la proteína L en
una posición correspondiente a Tyr 942, Leu 992, o Thr 1558 de JS; en la proteína N en una posición correspondiente a
los residuos Val 96 o Ser 389 de JS; en la proteína C, en una posición correspondiente a Ile 96 de JS; en la proteína M,
en una posición correspondiente a Pro 199 de JS; en la proteína F, en una posición correspondiente a los residuos Ile
420 o Ala 450 de JS; en la proteína HN, en una posición correspondiente al residuo Val 384 de JS; una sustitución de
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nucleótido en una secuencia líder en 3’ del virus quimérico en una posición correspondiente al nucleótido 23, 24, 28, o
45 de JS cp45; y/o una mutación en una secuencia de partida del gen N en una posición correspondiente al nucleótido
62 de JS cp45.

14. Un PIV quimérico según cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que una mutación atenuante adicional
altera uno o más de los genes N, P, C, D, V, M, F, HN y/o L de PIV y/o una región de cabeza en 3’, de cola en 5’, un
sitio de edición de RNA, una señal de encapsidación y/o una región intergénica.

15. Un PIV quimérico según la reivindicación 14, en el que uno o más genes del genoma o antigenoma quimérico
se delecionan en su totalidad o en parte o la expresión de los genes se reduce o se elimina por una mutación en un
sitio de edición de RNA, por una mutación por desplazamiento del marco de lectura, por una mutación que altera un
aminoácido especificado por un codón de iniciación, o por introducción de uno o más codones de terminación en un
marco de lectura abierto (ORF) del gen.

16. Un PIV quimérico según la reivindicación 15, en el que se introduce una modificación en el genoma o anti-
genoma quimérico que comprende una deleción parcial o completa de uno o más ORF de C, D y/o V o uno o más
cambios de nucleótidos, que reduce o elimina la expresión de dichos uno o más ORF de C, D y/o V.

17. Un PIV quimérico según 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 epítopo ayudador de los linfocitos
T, un marcador de sitio de restricción, o una proteína de un patógeno microbiano capaz de provocar una respuesta
inmunitaria protectora en un mamífero hospedador.

18. Un PIV quimérico según la reivindicación 2, en el que el genoma o antigenoma quimérico comprende además
uno o más genes o segmentos genómicos heterólogos que codifican uno o más determinantes antigénicos de uno o
más patógenos heterólogos no PIV.

19. Un PIV quimérico según la reivindicación 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 genómicos heterólogos que codifican los determinantes
antigénicos son de uno o más HPIVs heterólogos.

20. Un PIV quimérico según la reivindicación 18, en el que el patógeno heterólogo se selecciona entre el virus del
sarampión, 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 según la reivindicación 19, en el que uno o más determinantes antigénicos se seleccionan de
los genes o segmentos genómicos de HPIV1 o HPIV2 que codifican una o más glucoproteínas HN y/o F o dominios
antigénicos, fragmentos o epítopos de las mismas y se añaden o se incorporan dentro del genoma o antigenoma de
fondo de HPIV3 parcial o completo.

22. Un PIV quimérico según cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, en el que ambos genes de HPIV1 que
codifican las glucoproteínas HN y F, sustituyen a los genes homólogos 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 adición
o incorporación de uno o más genes o segmentos genómicos que codifican uno o más determinantes antigénicos de
HPIV2.

23. Un PIV quimérico según la reivindicación 22, en el que se añade al genoma o antigenoma quimérico una
unidad de transcripción que comprende un marco de lectura abierto (ORF) de un gen HN o F de HPIV2.

24. Un PIV quimérico según la reivindicación 20, en el que dichos uno o más determinantes antigénicos heterólogos
se seleccionan entre las proteínas HA y F del virus del sarampión, las proteínas F, G, SH y M2 del virus sincitial
respiratorio subgrupo A o subgrupo B, las proteínas HN y F del virus de la parotiditis, la proteína L1 del virus del
papiloma humano, la proteína gp160 del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 o tipo 2, las proteínas gB, gD,
gE, gG, gH, gI, gJ, gK, gL, y gM del virus del herpes simple y citomegalovirus, la proteína G del virus de la rabia, la
proteína gp350 del virus de Epstein Barr, la proteína G de filovirus, la proteína G de buniavirus, las proteínas E y NS1
de flavivirus y la proteína E de alfavirus, y los dominios antigénicos, fragmentos y epítopos de las mismas.

25. Un PIV quimérico según la reivindicación 24, en el que el patógeno heterólogo es el virus del sarampión,
y el determinante o determinantes antigénicos heterólogos se seleccionan entre las proteínas HA y F del virus del
sarampión, y los dominios antigénicos, fragmentos y epítopos de las mismas.

26. Un PIV quimérico según la reivindicación 25, en el que una unidad de transcripción que comprende un marco
de lectura abierto (ORF) de un gen HA del virus del sarampión, se añade a un genoma o antigenoma quimérico que
comprende un genoma o antigenoma de fondo de HPIV3.
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27. Un PIV quimérico según la reivindicación 26, que incorpora un gen o segmento genómico procedente del virus
sincitial respiratorio (RSV).

28. Un PIV quimérico según la reivindicación 27, en el que el gen o segmento genómico procedente del RSV
codifica una glucoproteína F y/o G de RSV o dominios inmunógenos o epítopos de la misma.

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

30. Un PIV quimérico según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 29, en el que uno o más genes de las
glucoproteínas HN y/o F de HPIV están sustituidos por sus genes homólogos de las glucoproteínas HN y/o F de BPIV
en el genoma o antigenoma quimérico.

31. Una composición inmunógena para provocar una respuesta inmunitaria frente a PIV que comprende una canti-
dad inmunogénicamente suficiente del PIV quimérico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 30, en un vehículo
fisiológicamente aceptable.

32. Una composición inmunógena según la reivindicación 31, formulada en una dosis de 103 a 107 PFU.

33. Una composición inmunógena según cualquiera de las reivindicaciones 31 o 32, formulada para administración
al tracto respiratorio superior por pulverización, gotitas o aerosol.

34. Una composición inmunógena según cualquiera de las reivindicaciones 31 a 33, en la que el PIV quimérico
provoca una respuesta inmunitaria frente a uno o más virus seleccionados entre HPIV1, HPIV2 y HPIV3.

35. Una composición inmunógena según la reivindicación 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 polinucleótido aislada que comprende un polinucleótido que codifica un genoma o antigeno-
ma de un PIV quimérico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 30.

37. Un método para producir una partícula de PIV quimérica atenuada infecciosa a partir de una o más moléculas
de polinucleótido aisladas que codifican dicho PIV, que comprende:

la expresión en un lisado celular o libre de células de un vector de expresión que comprende un polinucleótido
aislado según cualquiera de las reivindicaciones 1 o 36 y las proteínas N, P, y L de PIV.

38. Un método según la reivindicación 37, en el que el genoma o antigenoma de PIV quimérico y las proteínas N,
P, y L son expresados por dos o más vectores de expresión diferentes.

39. Un vector de expresión que comprende un promotor de transcripción ligado de forma funcional, una secuencia
de polinucleótidos según cualquiera de las reivindicaciones 1 o 36 y un terminador de transcripción.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> THE GOVERNMENT OF THE UNITED STATES OF AMERICA, como

<120> VACUNAS ATENUADAS QUIMÉRICAS 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> 7
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Lugares de secuencias flanqueantes de polimorfismo de secuencia en

BPIV3 KA

<400> 1

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

<213>

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para introducción de rBPIV3 Ka por el

lugar Sgr Al

<400> 2

<211> 12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para introducción de rHPIV3 s por el

lugar de Sgr Al
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<400> 3

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para la introducción de rHPIV3 JS por

el lugar de Sgr Al

<400> 4

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para la introducción de rHPIV3 s por el

lugar de Sgr Al

<400> 5

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para la introducción de rBPIV3 Ka por

el lugar de Bsi Wl

<400> 6

<210> 7
<211> 10
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Luagar de flanqueo de secuencia para la introducción de rBPIV3 s por

el lugar de Bsi Wl

<400> 7

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para la introducción de rHPIV3 JS por

el lugar de Bsi Wl

<400> 8

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Lugar de flanqueo de secuencia para la introducción de rHPIV3 s por el

lugar de Bsi Wl

<400> 9

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Codón de inicio del flanqueo de secuencia del gen N

<400> 10

<210> 11
<211> 12
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Codón de parada del flanqueo de secuencia del gen N

<400> 11

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Lugar de restricción introducido en secuencia flanqueante en el codón

de inicio del gen N

<400> 12

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Lugar de restricción introducido en secuencia flanqueante en el codón

de parada del gen N

<400> 13

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Mutación de secuencia flanqueante para establecer contexto para el

codón de inicio del gen N
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<400> 14

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Mutación de secuencia flanqueante para establecer contexto para el

codón de parada del gen N

<400> 15

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

<213> Secuencia artificial

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

<400> 16

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Secuencia flanqueante del codón de inicio del gen N en cKa y cSF

<400> 17

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

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Secuencia flanqueante del codón de inicio del gen N en Ka y SF

<400> 18

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

<213> Secuencia artificial

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

<400> 19

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

<213> Secuencia artificial

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

<400> 20

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Secuencia flanqueante del codón de parada del gen N en Ka y SF

<400> 21

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

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