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DESCRIPCION
Virus herpes recombinante y uso del mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un virus herpes recombinante que tiene un ADN que codifica el gen gB del virus
de la laringotraqueitis infecciosa (al que se alude aqui en lo que sigue como ILTV), y a usos del mismo. Mas
especificamente, se refiere a un virus herpes recombinante con una secuencia parcial del gen gB de ILTV que puede
estar presente de forma estable en el recombinante, y una vacuna contra el virus de la laringotraqueitis infecciosa.

Técnica de antecedentes

La laringotraqueitis infecciosa es provocada por la infeccion de ILTV. ILTV infesta a aves tales como pollos, faisanes,
pavos reales y pavos. Rasgos caracteristicos del brote en pollos incluye la aparicion de sintomas respiratorios, la
elevacion de la temperatura corporal y anorexia y similares, tos grave, expectoracion y esputos. Cuando se infestan
a gallinas ponedoras, la tasa de puesta de huevos comienza a disminuir aproximadamente cuatro dias después del
brote de la enfermedad, y transcurre aproximadamente un mes antes de que se vuelva a una puesta normal.
Ademas de ello, se han resefiado aumentos en la tasa de mortalidad debido a la infeccidon mixta de ILTV y otros
agentes patdgenos, y la laringotraqueitis infecciosa infringe enormes pérdidas econdémicas en la industria de las aves
de corral.

Para la prevencion de la laringotraqueitis infecciosa, se han utilizado convencionalmente vacunas vivas secas o
vacunas vivas congeladas procedentes de cepas de vacunas atenuadas. Sin embargo, el efecto de inmunizacion
varia con el entorno de cria, la densidad de cria, el método de inoculacion y similares. Ademas de ello, existen
también riesgos de que la vacunacion pueda provocar ligeros sintomas en el tracto respiratorio y métodos o
cantidades de inoculacién deficientes pueden conducir al brote de la enfermedad. En algunas zonas, existen
informes de enfermedades provocadas por la patogenicidad invertida de cepas de vacunas y, asi, se esta buscando
el desarrollo de vacunas seguras y eficaces.

Con el fin de superar los problemas, se han desarrollado recientemente, mediante la tecnologia recombinante,
vacunas que comprenden, en calidad de ingrediente activo, un vector de virus recombinante. Con respecto a ILTV,
se ha investigado el uso del virus de la viruela aviar (al que se alude aqui en lo que sigue como FPV) en calidad de
vector de virus, y estd comercialmente disponible en los EE.UU. (BIOMUNE, nombre registrado VECTORMUNE FP-
LT (+AE)).

ILTV es un virus causante de la laringotraqueitis infecciosa. ILTV es uno de los virus herpes y el genoma del virus
consiste en un ADN de doble cadena que comprende aproximadamente 160.000 pares de bases. Se conocen el gen
de timidina quinasa (Griffin et al., J. Gen. Virol. 71:841, 1990), el gen gp60 (Kongsuwan et al., Virus Genes 7: 297-
303, 1993), el gen p40 de la capsida (Griffin et al., Nucleic Acids Res. 18:366, 1990), el gen de glicoproteina B (gB)
(Poulsen et al., Virus Genes 5: 335 — 347, 1991; Giriffin et al., J. Gen. Virol. 72: 393-398, 1991; patente de EE.UU. n°
5.443.831), el gen de glicoproteina C (gC) (Kingsley et al., Virology 203: 336-343, 1994), el gen RR2 (Griffin et al., J.
of General. Virol. 70: 3085-3089, 1989), el gen UL32 (publicacion de patente internacional WO 98/07866) y similares.

El marco de lectura abierto del gen gB de ILTV tiene una longitud total de 2613 pb (873 aminoacidos), y esta
resefiado en la patente de EE.UU. n°® 5.443.831, etc. que un FPV recombinante que tiene el gen de longitud
completa integrado en él exhibe un efecto en forma de vacuna.

Los virus de la viruela tales como FPV se desarrollan rapidamente en el hospedante y, después de expresar la
proteina del antigeno, son expelidos por completo del sistema inmune del hospedante. Sin embargo, dado que la
inmunidad se memoriza y se refuerza después de expeler el virus, el virus de la viruela es adecuado para uso como
hospedante para la vacuna. Por otra parte, los virus herpes tales como el virus herpes de los pavos (al que se alude
aqui en lo que sigue como HVT) no se desarrollan rapidamente en el hospedante, y la infeccion latente dura mucho
tiempo. Durante esta latencia, los virus herpes continian estimulando el sistema inmune del hospedante. Se esta
investigando el uso de HVT recombinante en calidad de un vector del virus utilizando una caracteristica de este tipo.

A pesar de que la publicacion nacional japonesa PCT n°® 4-501658 (documento EP 434721) describia que se ha
construido un HVT recombinante que comprende HVT en el que se ha insertado un gen de antigeno de ILTV, de
hecho el HVT recombinante no ha sido construido.
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Ademas, en la publicacion de patente japonesa no examinada n° 2001-000188 se ha construido un HVT
recombinante en el que se han insertado dos genes, es decir, un gen gB de longitud completa de ILTV y un gen
UL32. Se ha confirmado que este HVT recombinante expresa in vitro una proteina que corresponde al gen insertado
utilizando un método de ensayo inmunofluorescente, pero no se ha confirmado un efecto en calidad de una vacuna.

Descripcion de la invencion

Bajo las circunstancias de la tecnologia convencional, los autores de la presente invencion han intentado purificar,
mediante subcultivo, un virus herpes recombinante, en el que en el genoma del virus herpes se ha insertado una
molécula de ADN en la que se ligd un promotor situado mas arriba del gen gB de longitud completa de ILTV. Sin
embargo, la purificacion era imposible debido a la delecion del gen gB de ILTV. Cuando se produce la delecion del
gen gB, el virus herpes recombinante no actia como una vacuna anti-ILTV. Ademas de ello, ILTV y HVT son ambos
virus herpes, y HVT per se tiene al gen gB como un gen esencial.

Asi, dado que genes gB pueden competir uno con otro en el momento de formar particulas de virus, los autores de la
presente invencion pensaron que seria importante evitar una complecion y conservar la antigenicidad suprimiendo la
porciéon de anclaje a la membrana y el dominio citoplasmico del producto de gen gB de ILTV con el fin de cambiar la
proteina gB de ILTV de una proteina de la membrana a una proteina secretora.

Basados en esta idea, tras un estudio intenso y amplio con el fin de obtener virus herpes recombinantes que fuesen
estables durante el subcultivo, los autores de la presente invencidon han encontrado que se puede obtener un efecto
de vacuna acortando el gen gB hasta una longitud predeterminada, ademas de suprimiendo la porcidon de anclaje a
la membrana y el dominio citoplasmico, y se puede obtener un mayor efecto de vacuna ligando el gen gB acortado a
una secuencia aditiva especifica y, por lo tanto, han completado la presente invencion.

Asi, de acuerdo con la presente invencion, se proporciona un virus herpes recombinante, excluido el virus de la
laringotraqueitis infecciosa, que tiene un ADN que codifica un polipéptido que comprende 429 aminoacidos en el
extremo amino terminal de una proteina codificada por el gen gB del virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV) o
un polipéptido en el que un aminoacido ha sido suprimido, afiadido o sustituido en dicho polipéptido. Ademas de ello,
se proporciona una vacuna contra el virus de la laringotraqueitis infecciosa que comprende, en calidad de ingrediente
activo, a dicho virus herpes recombinante.

Breve explicacion de los dibujos

La Fig. 1 es un dibujo que compara FWO050 con el vector de homologia original.

La Fig. 2 es un diagrama esquematico del vector de homologia.

Mejor modo para llevar a cabo la invencion.

La presente invencién se explicara ahora con detalle en lo que sigue.

ADN

El ADN para uso en la presente invencion es uno (al que se alude aqui en lo que sigue como el gen gB parcial) que
codifica un péptido parcial que comprende 429 aminoacidos en el extremo amino terminal de una proteina (a la que
se alude aqui en lo que sigue como la proteina gB) codificada por el gen gB de ILTV. La secuencia de aminoacidos
de este péptido parcial puede incluir la delecién, adicidn o sustitucion de uno o una pluralidad de aminoacidos.

Como un ejemplo especifico de ADN para uso en la presente invencién se puede mencionar un ADN que codifica
una secuencia de 429 aminoacidos recogida en SEQ ID NO: 2, y como un ejemplo especifico se puede mencionar
un ADN de una secuencia de nucleétidos recogida en SEQ ID NO: 3.

Como ILTV que puede ser un origen del gen gB se puede mencionar, por ejemplo, la cepa NS-175 (la cepa nimero
VAO0204 del Catalogo de Cultivos para la Higiene Animal, the Japanese Association of Veterinary Biologics), la cepa
CE (Kouda, Azabu Veterinary College Research Report, 31, 133-202, 1976), la cepa SA-2 (Johnson et al., Arch.
Virol., 119, 181-198, 1991), la cepa de aislado de campo 632 muy toxica (Keeler et al., Avian Diseases, 35, 920-929,
1991), y la cepa de enfrentamiento USDA (Poulsen et al., J. General. Virol., 78, 2945-2951, 1997).

El gen gB no esta especificamente limitado, y se puede utilizar cualquier gen que codifique la proteina gB derivada
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de ILTV, y se puede mencionar, por ejemplo, el gen gB (N° de ACC. a GeneBank X56093) derivado de la cepa de
aislado de campo 632 muy téxica, y el gen gB (N° de ACC. a GeneBank M64927) derivado de la cepa SA2.

El efecto de la vacuna se puede potenciar ligando un ADN (al que se alude aqui en lo que sigue como el ADN
aditivo) que codifica la secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID N°: 4 en marco con el extremo 3’ del gen gB
antes mencionado. Se puede suprimir, afiadir o sustituir uno o una pluralidad de aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos recogida en SEQ ID N°: 4.

La unién del ADN aditivo en un marco con el gen gB parcial es tanto importante como preferida con el fin de
potenciar el efecto de la vacuna.

La secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID N°: 4 no tiene ni una secuencia que tenga alguna funcioén ni tiene
una secuencia que se estime tenga alguna funcién. Entre la secuencia de acidos nucleicos de 120 pb (que no
contiene el coddn de terminacion) (SEQ ID N°: 5) que codifica la secuencia de aminoacidos recogida en la SEQ ID
N°: 4, 87 pb se derivan de la sefial de poliadenilacion de SV40, 16 pb de UL45 de HVT, 13 pb de la secuencia Sfil
introducida artificialmente y 4 pb de la secuencia flanqueante.

El método de ligar el gen gB parcial y el ADN aditivo en un marco no esta especificamente limitado, y se puede
utilizar un método general descrito en un libro de texto (Sambrook, J., Russel D. W., ed., Molecular Cloning, tercera
Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, etc.) sobre tecnologia recombinante de genes. Como método general, se
puede mencionar un método de ligamiento de sitios escision de enzimas de restriccion. Cuando no estan disponibles
sitios de reconocimiento de la enzima de restriccién, dichos sitios se pueden introducir mediante reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), mutacion in vitro o similar.

Virus herpes recombinante

El virus herpes recombinante de la presente invencion debe emplear un virus herpes distinto de ILTV en calidad del
virus parental. El virus herpes parental puede ser cualquier virus herpes que infeste mamiferos o aves. Sin embargo,
dado que el gen integrado no puede existir de forma estable en ILTV, ILTV no puede utilizarse como el virus
parental. Cuando se ha de obtener una vacuna para aves, se prefiere seleccionar el virus en la enfermedad de
Marek como virus herpes parental. Existen tres tipos virus de la enfermedad de Marek: tipos 1, 2 y 3, y cualquier tipo
se puede seleccionar de acuerdo con la presente invencion. Un virus de la enfermedad de Marek puede obtenerse
de forma natural, o esta disponible de ATCC, etc., con o sin coste, y se prefieren los no patégenos. En calidad de
virus de este tipo se pueden mencionar, por ejemplo, la cepa CV1988 (Rispens) como virus tipo 1 de la enfermedad
de Marek, la cepa SB-1 como virus tipo 2 de la enfermedad de Marek y FC126 (ATCC VR-584B), PB-THV1, H-2, YT-
7 y HPRS-26 como virus tipo 3 de la enfermedad de Marek.

El método para construir un virus herpes recombinante no esta especificamente limitado, y se puede utilizar un
plasmido recombinante que tenga un ADN aditivo ligado segun se desee al gen gB parcial antes mencionado, que
puede insertarse en un virus herpes parental mediante recombinacion homologa. En este momento, el gen gB parcial
esta situado en una posicion que se encuentra bajo el control de un promotor extrafio o endégeno.

En calidad de plasmido para uso como plasmido recombinante (al que se alude aqui en lo que sigue como vector de
homologia), se puede utilizar cualquiera comunmente utilizado, e incluye, por ejemplo, pBR322, pBR325, pBR327,
pBR328, pUC8, pUC18 y pUC19.

La construccién de un vector de homologia se puede realizar de acuerdo con método estandar utilizando sitios de
enzimas de restriccion poseidos por el vector.

El vector de homologia es un plasmido en el que, habitualmente, el promotor y la sefial poliA se afiaden al gen gB
parcial antes mencionado, que luego se inserta en una regidon no esencial para el desarrollo del virus herpes
recombinante.

El método de construir el vector de homologia de la presente invencion se explicard a continuacioén en lo que sigue.

Cuando el ADN se ha de integrar en un virus herpes recombinante, éste se integra generalmente de modo que la
molécula de ADN de la presente invencién esté situada bajo el control de un gen regulador (promotor) con el fin de
obtener una expresion elevada. El promotor puede ser cualquiera cominmente utilizado que opere en una célula
eucaridtica, y puede derivarse de una célula eucaridtica o de un virus. Ejemplos especificos del promotor incluyen el
promotor de timidina quinasa del virus herpes (Ross et al., J. Gen. Virol. 74: 371-477, 1993), el promotor de la
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proteina gB del virus herpes de pavo (HVT) y el virus tipo 1 de la enfermedad de Marek (MDV) (Ross et al., J. Gen.
Virol. 74: 371-377, 1993), el promotor IE del citomegalovirus humano (HCMV) (Stinski et al., J. Virol. 55: 431-441,
1985), el promotor SV40 (Gunning et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 84: 4831-4835, 1987), el promotor de accién
humano (Gunning et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84: 4831-4835, 1987), el promotor de la actina 8 de pollo (Kost
et al., Nucleic Acids Res. 11: 8287-8301, 1983), el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous (RSV) (Greuel et al.,
Virology 177: 33-43, 1990), el promotor Pec (publicacion de patente japonesa no examinada (Kokai) n° 2001-
000188) y similares.

Al afadir un potenciador que sea un factor activante de la transcripcion, ademas del promotor, se puede esperar una
expresion eficaz adicional (Stinski et al., J. Virol. 55 : 431-441, 1985). En calidad de potenciador se puede ilustrar
parte del promotor derivado del citomegalovirus y, en general, no esta limitada la relacién posicional al gen insertado.
En calidad de promotor de este tipo, se pueden ilustrar el promotor Pec descrito en la publicacién de patente
japonesa no examinada (Kokai) n°® 2001-000188.

Ademas de ello, al afadir una sefial de poliadenilacién mas abajo del ADN aditivo, se puede esperar una expresion
especificamente elevada.

En calidad de la sefial de poliadenilacion se puede ilustrar una sefial poliA tal como SV40 (Gunning et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A 84: 4831-4835, 1987) y la sefial poliA de UL46h, UL47h y UL49h del virus tipo 1 de la enfermedad
de Marek (MDV) (Yanagida et al., J. Gen. Virol. 74: 1837-1845, 1993).

En calidad de regiones de gen no esenciales para el desarrollo del virus herpes en el caso del virus tipo 1, tipo 2 y
tipo 3 (el tipo 3 es el virus herpes de pavo) de la enfermedad de Marek (MDV) se puede ilustrar la regién TK (Ross et
al., the 16th International Herpes Workshop, 1991), la regién US10 (Sakaguchi et al., Vaccine 12: 953-957, 1994), la
region US2 (Sondermeijer, P. J. et al., Vaccine 11:349-358, 1993), la region entre UL44 y 45 y entre UL45 y 46
descritas en la publicacién de patente japonesa no examinada (Kokai) n® 11 — 192093 y similares.

El vector de homologia se puede construir insertando un gen extrafio tal como el gen gB parcial o el ADN aditivo, un
ADN a modo de ejemplo de la presente invencion. La longitud de la regidon no esencial en la que se insertan genes
extrafios tales como ADN de la presente invencién no esta especificamente limitada, pero son suficientes 10 pb o
mas hacia delante o hacia atras del sitio de inserciéon del gen extrafio, preferiblemente 100 pb o mas y, mas
preferiblemente, 500 pb o mas de bases derivadas de la region no esencial.

Mediante la recombinacion homdloga del vector de homologia antes mencionado y del virus herpes parental se
puede obtener un virus herpes recombinante.

Como un método concreto para construir un virus herpes recombinante se puede ilustrar el siguiente método.

El vector de homologia se introduce en una célula infestada con virus herpes mediante electroporacion, el método de
fosfato de calcio, un método que utiliza lipofectina, un método que utiliza una pistola de genes y similares. Por
ejemplo, cuando el virus parental es un virus herpes de aves, la célula a infectar por parte del virus herpes es
preferiblemente una célula derivada de aves tales como fibroblastos de embriones de pollo (CEF), un huevo de pollo
en desarrollo, una célula de rifidon de pollo, etc. La célula infestada se puede cultivar por un método de cultivo
comunmente utilizado. Como método de introducir el vector de homologia en la célula infestada se adopta
preferiblemente la electroporacion o un método que utiliza lipofectina con el fin de obtener una elevada eficacia de
introduccién. Cuando la cantidad del vector de homologia (plasmido, etc.) a introducir se encuentra en el intervalo de
0,1 — 1000 pg, aumentan las incidencias de formar un virus herpes recombinante a partir de las regiones hondlogas

del ADN gendmico del virus herpes y el vector de homologia. Como método de seleccion de unicamente un virus
herpes recombinante de este tipo al que se ha introducido un vector de homologia, se puede utilizar el método del
ensayo de placa negra (BPA). En el método BPA se lleva a cabo una reaccién inmunoldgica utilizando un anticuerpo
contra el gen extrafio y se visualizan placas que expresan el antigeno extrafio, es decir, se utiliza un anticuerpo
contra el gen extrafio y luego se utiliza un anticuerpo secundario marcado con enzimas y, finalmente, se utiliza un
sustrato correspondiente a la enzima para la visualizacion. Mediante este método se selecciona un virus herpes
recombinante que expresa el gen extrafio. Ademas de ello, tiene la ventaja de que, cuando se construye un virus
herpes recombinante de este tipo, la deteccién de la integraciéon se puede llevar a cabo facilmente utilizando un gen
marcador tal como 3-galactosidasa en calidad del gen extrafio. Cuando se utiliza el gef -galactosidasa, se puede
aislar facilmente un recombinante vigilando la expresion utilizando Bluo-Gal (Invitrogen) etc. De otro modo, se puede
utilizar un método tal como la hibridacion en placa para aislar el virus herpes recombinante deseado. Al repetir estos
procesos, se puede purificar el virus herpes recombinante.
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Vacuna para el virus de la laringotraqueitis infecciosa.

La vacuna de la presente invencién para el virus de la laringotraqueitis infecciosa es una vacuna para aves que
comprende, en calidad de ingrediente activo, el virus herpes recombinante anterior de la presente invencion.

El método de preparar la vacuna no esta especificamente limitado, y se puede preparar, por ejemplo, por el siguiente
método.

Las células infestadas con el virus herpes recombinante de la presente invencion se infestan a las células (a las que
se alude aqui en lo que sigue como la célula hospedante) en las que se puede desarrollar el virus, y después de que
se desarrollen los virus, las células se raspan mediante un raspador o tripsina, seguido de centrifugaciéon para
separar las células infestadas y el sobrenadante. Por ejemplo, cuando el virus parental es un virus herpes de aves,
se prefiere en calidad de célula hospedante una célula derivada de aves y se pueden utilizar adecuadamente
fibroblastos de embrién de pollo (CEF), células de rifion de pollo, etc. Las células infestadas obtenidas se suspenden
en un medio de cultivo que contiene dimetilsulfoxido (DMSO) al 10% y se almacenan congeladas en nitrégeno
liquido. Cuando se utilizan en calidad de la vacuna, se utiliza una cantidad adecuada de tampdn fosfato o solucion
salina fisioldgica para disolver el producto liofilizado antes del uso.

Estabilizadores u otros ingredientes para almacenar las células infestadas anteriores bajo nitrédgeno liquido son
cualesquiera ingredientes que permiten una supervivencia estable de las células infestadas por el virus y que no son
farmacolégicamente dafinas para el receptor.

El método de administrar a aves la vacuna que comprende como un ingrediente principal el virus herpes
recombinante asi preparado no esta especificamente limitado. Por ejemplo, se puede mencionar el mismo método
que actualmente se utiliza para vacunas de virus herpes tales como un método de inyectar por via subcutanea a un
ave individual y un método de inocular mediante puncién un huevo en desarrollo.

La cantidad inoculada y el tiempo de inoculacién pueden ser iguales que los utilizados para las actuales vacunas.
Por ejemplo, al inocular una dosis de 10? = 10° UFP o de 10° - 10* TCDls por via subcutédnea en el dorso de un ave
el dia de la incubacion utilizando una aguja de 20G o mayor, se puede esperar el efecto como vacuna. O la misma
dosis que la anterior puede inocularse mediante puncién de un huevo en desarrollo el dia 18 — 19 después del
desarrollo. Ademas del método de administrar a aves utilizando una aguja como el método de inoculacion, se puede
utilizar un instrumento de inoculacién in ovo tal como Inovoject (Embrex).

El virus herpes recombinante obtenido como antes, actia no sélo como una vacuna contra ILTV, sino asimismo
como una vacuna contra el virus herpes parental.

Ejemplos

Ejemplo 1. Construccién de un plasmido recombinante (vector de homologia) que tiene el gen gB de ILTV de
longitud completa

Un fragmento de pGHMCSpolyASfi de 125 pb, escindido por Bglll, descrito en la publicacion de patente de EE.UU.
n® 2003- 0059799 se insert6 en el fragmento Sfil de pNZ45/46Sfi descrito en la publicacion de patente internacional
WO 99/18215 (documento EP 1026246) para construir P45/46HMCSpolyASfi. Con pUC18Xlac descrito en la
publicacién de patente internacional WO 98/18215 (documento EP 1026246) como molde, la PCR se llevd a cabo
utilizando un cebador M13 (-21) recogido en SEQ ID N° 6 y un cebador lac3’KpnR recogido en SEQ ID N°: 7 para
obtener un fragmento de 3205 pb.

La PCR utilizé la Pfu polimerasa (Stratagene Corp.) y el aparato DNA Thermal Cycler 480 de Perkin Elmer Inc. y se
llevé a cabo durante 30 ciclos bajo una condicion estandar (desnaturalizacidon a 95°C durante 1 min, reanillamiento a
60°C o 55°C durante 2 minutos, y extension a 72°C durante 3 minutos). Esta condicion se utilizé en todos los
Ejemplos, a menos que se especifique de otro modo.

Un fragmento de 3149 pb, obtenido al digerir el fragmento de 3205 pb amplificado por PCR con BamHI y Kpnl, se
ligd a un fragmento de 5573 pb, obtenido al digerir P45 / 46HMCSpolyASfi con BamHI y Kpnl para construir pNZ45
/46HlacpolyASfi.

Por otra parte, con pBK-CMV (Stratagene Corp.) como molde, la PCR se llevé a cabo utilizando un cebador M13 (-
21) recogido en SEQ ID N°: 6 y un cebador pCMV-1 recogido en SEQ ID N°: 8 para obtener un fragmento de 953 pb.
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Un fragmento de 599 pb, obtenido al digerir este fragmento de 953 pb con Pstl y Nhel, un fragmento de 382 pb,
obtenido al digerir pNZ45 /46lacpolyASfi con Pstl y Sphl, y un fragmento de 8332 pb, obtenido al digerir pNZ45
/46HlacpolyASfi con Sphl y Xbal, se sometieron a ligamiento en tres fragmentos para construir pNZ45 /46HCMVlac.

Con el fin de suprimir el sitio de escision de Bglll en el gen gB de ILTV sin modificar los aminoacidos codificantes, se
obtuvieron dos fragmentos con pGTPs/ILgB descritos en la publicacién de patente japonesa no examinada (Kokai) n°
10 — 807866 (documento EP 953642) en calidad de molde, un fragmento de 1132 pb, obtenido mediante
amplificacion por PCR utilizando un cebador ILgB-5 recogido en SEQ ID N°: 9 y un cebador ILgB-BgIR recogido en la
SEQ ID N°: 10, y un fragmento de 1564 pb, obtenido mediante amplificacion por PCR utilizando un cebador ILgB-Bgl
recogido en SEQ ID N°: 11 y un cebador ILgB-3+Kpn recogido en SEQ ID N°: 12. Con los dos fragmentos en calidad
de molde, la PCR se llevé a cabo utilizando un cebador ILgB-5 recogido en SEQ ID N°: 9 y un cebador ILgB-3+Kpn
recogido en SEQ ID N°:12 para obtener un fragmento de 2648 pb. Un fragmento de 2639 pb, obtenido al digerir este
fragmento de 2648 pb con BamHI y Kpnl y un fragmento de 3280 pb, obtenido al digerir pGlPec descrito en la
publicacién de patente japonesa no examinada (Kokai) n°® 2001-000188 con BamHI y Kpnl se ligaron para construir
pGlPeclLgB.

Un fragmento de 2638 pb, obtenido al digerir este pGIPeclLgB con BamHI| y Kpnl y un fragmento de 4479 pb,
obtenido al digerir pGIBacpA descrito en el documento EP 1298139 con BamHI y Kpnl se ligaron para construir
pGIBAcgBpA.

Al insertar un fragmento de 4464 pb, obtenido al digerir este pGIBAcgBpA con Bgll en el sitio Sfil del pNZ45
/46HCMVlac anterior, se construyé un vector de homologia p45 /46HCMVlacBacgB2nd con CMV-IE en calidad de
promotor.

Luego, con el fin de suprimir el sitio de escisién de Bgll en el promotor de CMV, un cebador pCMV-1 recogido en
SEQ ID N°: 8 y un cebador pPec1R recogido en SEQ ID N°: 13 se amplificaron mediante PCR con pGIPec descrito
en la publicaciéon de patente japonesa no examinada (Kokai) n° 2001-000188 en calidad de molde para obtener un
fragmento de 293 pb. Con pBK-CMV (Stratagene Corp.) en calidad de molde, un cebador pCMV-01 recogido en
SEQ ID N°: 14 y un cebador pCMV-R1 recogido en SEQ ID N°: 15 se utilizaron en la amplificaciéon por PCR para
obtener un fragmento de 341 pb. Con estos dos fragmentos en calidad de molde, un cebador pCMV-1 recogido en
SEQ ID N° 8 y un cebador pCMV-R1 recogido en SEQ ID N°: 15 se utilizaron en la amplificacion por PCR para
obtener un fragmento de 604 pb. Un fragmento de 589 pb, obtenido al digerir este fragmento de 604 pb con Pstl y
Xbal, y un fragmento de 2765 pb, obtenido al digerir pGIPec descrito en la publicacion de patente japonesa no
examinada (Kokai) n°® 2001-000188 con Pstl y Xbal se ligaron para construir pGICMV (-).

Un fragmento de 2137 pb, obtenido al digerir este pGICMV (-) con BamHI y Xhol y un fragmento de 4054 pb,
obtenido al digerir el pGIBAcgBpA anterior con BamHI y Xhol se ligaron para construir pCMV-ILgB. Al insertar un
fragmento de 3338 pb, obtenido al digerir este pCMV-ILgB con Bgll en el sitio Sfil de pNZ45 /46RSVlac-T, se
construyé un vector de homologia p45/46CMVILgBlac, que tenia CMV-IE en calidad de promotor.

Un fragmento de 2103 pb, obtenido al digerir pGIPec descrito en la publicacion de patente japonesa no examinada
(Kokai) 2001-000188 con BamHI y Xhol y un fragmento de 4054 pb, obtenido al digerior el pGIBAcgBpA anterior con
BamHI y Xhol se ligaron para construir pGIPeclLgB2.

Al insertar un fragmento de 3504 pb, obtenido al digerir este pGlPeclLgB2 con Bgll en el sitio Sfil de pNZ45
/46RSVlac-T descrito en la publicacion de patente japonesa no examinada (Kokai) n°® 11-192093 (documento EP
1026246) se construyd un vector de homologia p45 /46PeclLgBlac que tenia el promotor Pec en calidad de
promotor.

De manera similar, al insertar un fragmento de 3504 pb, obtenido al digerir este pGIPeclLgB2 anterior con Bgll en el
sitio Sfil de pNZ45/46Sfi descrito en la publicacion de patente japonesa no examinada (Kokai) n°® 11-192093
(documento EP 1026246) se construy6 un vector de homologia p45/46PeclLgB que tenia el promotor Pec en calidad
de promotor.

Ejemplo 2. Construccion y purificacion de un HVT recombinante con un gen gB de ILTV de longitud completa

Utilizando los cuatro vectores de homologia (p45/46HCMVlacBacgB2nd, p45/46CMVILgBlac, p45/46PecllLgBlac,
p45/46 PeclLgB) construidos en el Ejemplo 1, se construyd y purificé un HVT recombinante.

Especificamente, se llevd a cabo el siguiente proceso.
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Primeramente, el ADN de HVT se recogié de acuerdo con el método de Morgan et al. (Avian Dis., Vol. 34, 345-351,
1990). Asi, aproximadamente 1 x 10° UFP de HVT, la cepa FC126 (ATTCC VR-584B) o la cepa FC126 (la cepa
original proporcionada por el Dr. Witter) se infecté hasta aproximadamente 3 x 10’ CEF vy, después de cultivar
durante 2-3 dias, se afiadieron a ello 4 ml del tampodn de lisis (SDS al 0,5%, Tris 10 mM (pH 8,0), NaCl 100 mM,
EDTA 1 mM, 200 yg/ml de proteinasa K), y se incub a 37°C durante 4 horas, seguido de extracciéon con fenol y
precipitacion en etanol para recoger ADN de HVT.

Los vectores de homologia se escindieron con enzimas de restriccién en regiones que no contenian sitios homaélogos
ni genes extrafios y linearizados.

Aproximadamente 3 x 10°® CEF recogidos con tripsina se suspendieron en solucion salina G (NaCl 0,14 M, KCI 0,2
mM, hidrogeno-fosfato disédico 1,1 mM, fosfato potasico monobasico 1,5 mM, cloruro de magnesio hexahidrato 0,5
mM, glucosa al 0,011%), 10-30 pg del ADN de HVT anterior y 10-30 pg de un vector de homologa linearizado para
la recombinacion electroporaron cada uno utilizando el pulsador de genes (fabricado por Bio-Rad Inc.) bajo la
condicion de 0,5 KVem™ y 0,4 ms. La suspension de células se extendioé en una placa de cultivo con un diametro de
6 cm y, después de afadir un medio de cultivo, se cultivd durante 5-7 dias. Después del cultivo, el virus que contenia
el HVT recombinante se recogioé del liquido de cultivo. Después, se llevo a cabo la dilucién limitante para purificar
HVT recombinante.

El método especifico de purificacién era como sigue:

Para el vector de homologia p45/46PeclLgB que no contenia gen lacZ, aproximadamente 2 x 10® CEF junto con la
disolucion de virus diluida en serie se extendieron en placas de 96 pocillos. Después de cultivar durante 3-5 dias,
aparecieron halos y se prepard una réplica. Una de las placas se sometié a rastreo de acuerdo con el ensayo de
placa negra (BPA) como sigue:

Antisuero (antisuero anti-ILTV-gB), obtenido al inmunizar un conejo con la proteina de ILTV-gB expresada en
Escherichia coli, diluido aproximadamente 500 veces en un tampodn fosfato de Dulbecco (fabricado por Dainippon
Seiyaku Co., Ltd.; al que se alude aqui en lo que sigue como PBS (-)) que no contenia magnesio se hizo reaccionar
para formar halos a 22-25°C durante 2 horas. Después de lavar con leche en polvo sin grasa al 3% en PBS (-) tres
veces, se hizo reaccionar para formar halos a 22-25°C durante 2 horas con anticuerpo anti-conejo biotinilado (oveja,
Biosource Inc.). El anticuerpo después de la reaccién se lavé en PBS (-) y luego se hizo reaccionar para formar un
complejo de avidina-biotina-fosfatasa alcalina (Vector laboratories). Después de aclarar el complejo de avidina-
biotina-fosfatasa alcalina que no habia reaccionado con PBS (-), se dejo que el color cambiara de azul oscuro a
negro utilizando BCIP/NBT (fabricado por Roche), un sustrato para fosfatasa alcalina.

En el método BPA, el virus suspendido, correspondiente a los halos positivos asi generados, se infecta de nuevo con
CEF, y este proceso se repite durante 3-4 veces hasta que todas las placas se vuelven positivas con BPA v,
habitualmente, se completa la purificacion y construccion de HVT recombinante.

Sin embargo, para el HVT recombinante que tiene p45/46PeclLgB integrado, no se pudo obtener HVT recombinante
que se purificod hasta el 100%.

La construccion de HVT recombinante utilizando los vectores de homologia p45/46HCMViacBacgB2nd,
p45/46CMVILgBlac y p45/46PeclLgBlac que contenia lacZ se llevé a cabo de acuerdo con el siguiente proceso.

Asi, aproximadamente 2 x 10° CEF junto con las disoluciones de virus diluidas en serie se extendieron en
multiplacas de 96 pocillos. Después de cultivar durante 3-5 dias, aparecieron halos, y se prepar6 una réplica. A una
de las placas se afiadieron 10Qul/pocillo de cada uno de 100 pg/ml de Bluo -gal (fabricado por Gibco), un sustrato
cromogénico para B-galactosidasa, y se incubé a 37°C durante 4 horas. Dado que los halos que expresaban lacZ se
volvian azules, las células se recogieron de estos pocillos en otra placa correspondiente a pocillos que contenian
halos de color azul para hacerles una disolucion de virus. Esta disolucién de virus se extendié junto con
aproximadamente 2 x 10® CEF en una multiplaca de 96 pocillos de fondo plano para el cultivo. Una etapa de
subcultivo a partir de una multiplaca de 96 pocillos de fondo plano para el cultivo a una multiplaca de 96 pocillos de
fondo plano para el cultivo se consideré que era una etapa de rastreo. El rastreo se repitid hasta que todos los
pocillos tenian halos azules, y la purificacion se llevd a cabo hasta que todos los halos se volvieron azules (de
manera usual, aproximadamente 5-10 veces de rastreo) cuando se afiadié Bluo-gal.

Como resultado, solamente un clon de HVT recombinante se purifico con éxito a partir del vector de homologia
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p45/46PeclLgBlac, y éste se denominé FW050.

Cuando se utilizdé p45/46HCMViacBacgB2nd o p45/46CMVILgBlac, no se obtuvo HVT recombinante 100%
purificado.

Ejemplo 3. La estructura y el efecto de vacuna de FW050 de HVT recombinante

FWO050, un HVT recombinante obtenido en el Ejemplo 2, se secuencidé directamente. El resultado revelé que FW050
tiene una delecion de 1542 pb que contenia la sefial poliA y, en su lugar habian sido emparedadas tres bases (GCG)
de origen desconocido (SEQ ID N°: 22). Como resultado, se predijo que expresara una proteina quimera que
consistia en 469 aminoacidos que comprende 429 aminoacidos en el extremo amino terminal del ORF (marco de
lectura abierto) del gen gB de ILTV original y 40 aminoacidos que eran ahora codificados por la porcion de la sefal
poliA hasta que aparece el codon de terminacién (véase la Fig. 1y la SEQ ID N°: 1).

Este FW050 se sometié a un experimento con animales para examinar el efecto de vacuna y se obtuvo el resultado
mostrado en la Tabla 1.

El experimento con animales se llevo a cabo de acuerdo con las provisiones (9CFR) en el Servicio de Inspeccién de
Salud Animal y Vegetal (APHIS) por parte del Departamento de Agricultura de los EE.UU.

El enfrentamiento de un ILTV muy toxico se llevé a cabo utilizando un método descrito en 9CFR Cap. 1 113.328.
Asi, un HVT recombinante se inocul6 a mas de 10 pollos SPF por grupo (linea M: Nippon Institute for Biological
Science) (en el Experimento 1 solo, el nimero de pollos inoculados para FW050 era 9 debido a la muerte accidental
de un animal después de la inoculacion). El grupo control negativo (control) no recibié inoculacién alguna.

Cuando los pollos SPF de ensayo incubaban, HVT recombinante se inoculé por via subcutanea en el dorso de los
pollos a razén de 1 x 10* UFP utilizando una aguja de 26G. A animales de 4 semanas de edad se inoculd para
enfrentamiento un ILTV muy virulento (la cepa NS-175, 1 x 10%° EID50/0,1 ml) a la muesca infraorbital. Durante diez
dias después de la inoculacion, los sintomas clinicos se observaron diariamente y se determind la presencia o
ausencia de la prevencion de la infeccién.

El resultado se muestra en la Tabla 1.

Como se puede observar por la Tabla 1, se reconocié para FW050 un efecto protector contra la cepa de ILTV muy
virulenta.

Tabla 1
HVT recombi- Vector de homologia Tasa de proteccion % (n° de pollos
nante protegidos/total de n° de pollos)
Experimento 1 Experimento 2
Control 0(0/10) 0 (0/16)
Enfrentamiento FWO050 P45/46PeclLgBlac 78 (7/9) 31 (4/13)

Ejemplo 4. Construccién de un recombinante con un fragmento en el que el gen gB de ILTV estaba truncado

Un vector de homologia que tenia un producto de gen gB mutante, en el que parte del ORF del gen gB de ILTV
estaba suprimida, se construyé como sigue:

(1) Un vector de homologia que contiene ADN que codifica gB-a de 623 aminoacidos a partir del terminal
amino que es el ORF del gen gB de ILTV y que no es probable que contenga una regiéon formadora de dimeros:
p45/46PeclLgBa y p45/46PeclLgBalac.

Utilizando pGIPeclLgB2 construido en el Ejemplo 1 como molde, se amplificé un fragmento de 1205 pb mediante la
PCR estandar antes mencionada utilizando un cebador P-BgITI recogido en SEQ ID N° 16 y un cebador A-R
recogido en SEQ ID N°: 17. Un fragmento de 1198 pb, obtenido al digerir esto con Bglll y Kpnl y un fragmento de
7057 pb, obtenido al digerir p45/46PeclLgB construido en el Ejemplo 1 con Bglll y Kpnl, se ligaron para construir un
vector de homologia p45/46PeclLgBa.

Un fragmento de 6373 pb, obtenido al digerir p45/46PeclLgBa con Bglll y Xhol y un fragmento de 5923 pb, obtenido
9
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al digerir p45/46PeclLgBlac construido en el Ejemplo 1 con Bglll y Xhol se ligaron para construir un vector de
homologia p45/46PeclLgBalac.

(2) Un vector de homologia que contiene ADN que codifica gB-b de 691 aminoacidos en el que el terminal
carboxi ha sido suprimido hasta inmediatamente antes del dominio de transmembrana: p45/46PeclLgBb y
p45/46PeclLgBblac.

Utilizando pGIPeclLgB2 construido en el Ejemplo 1 como molde, un fragmento de 1409 pb se amplificoé por la PCR
estandar antes mencionada utilizando un cebador P-Bglll recogido en SEQ ID N°: 16 y un cebador B-R recogido en
SEQ ID N°: 18. Un fragmento de 1402 pb, obtenido al digerir esto con Bglll y Kpnl y un fragmento de 7057 pb,
obtenido al digerir p45/46PeclLgB construido en el Ejemplo 1 con Bglll y Kpnl se ligaron para construir un vector de
homologia p45/46PeclLgBb.

Un fragmento de 6577 pb, obtenido al digerir p45/46PeclLgBb con Bglll y Xhol y un fragmento de 5923 pb, obtenido
al digerir p45/46PeclLgBlac construido en el Ejemplo 1 con Bglll y Xhol se ligaron para construir un vector de
homologia p45/46PeclLgBblac.

(3) Un vector de homologia que contiene ADN que codifica gB-c de 803 aminoacidos en el que el dominio
de transmembrana solo ha sido suprimido: p45/46PeclLgBc y p45/46PeclLgBclac.

Utilizando pGlIPeclLgB2 construido en el Ejemplo 1 como molde, un fragmento de 1409 pb se amplific por la PCR
estandar antes mencionada utilizando un cebador P-Bglll recogido en SEQ ID N°: 16 y un cebador C-R recogido en
SEQ ID N° 19. De manera similar, utilizando pGlIPeclLgB2 como molde, un fragmento de 357 pb se amplifico
mediante la PCR estandar utilizando un cebador C-F recogido en SEQ ID N°: 20 y un cebador CDE-R recogido en
SEQ ID N° 21. Utilizando dos fragmentos del fragmento de 1409 pb y el fragmento de 357 pb como molde un
fragmento de 1745 pb se amplificdé mediante la PCR estandar utilizando un cebador P-Bglll recogido en SEQ ID N°:
16 y un cebador CDE-R recogido en SEQ ID N°: 21. Un fragmento de 1738 pb, obtenido al digerir esto con Bglll y
Kpnl y un fragmento de 7057 pb, obtenido al digerir p45/46PeclLgB construido en el Ejemplo 1 con Bglll y Kpnl se
ligaron para construir un vector de homologia p45/46PeclLgBc.

Un fragmento de 6913 pb, obtenido al digerir p45/46PeclLgBc con Bglll y Xhol y un fragmento de 5923 pb, obtenido
al digerir p45/46PeclLgBlac construido en el Ejemplo 1 con Bglll y Xhol se ligaron para construir un vector de
homologia p45/46PeclLgBclac.

Los diagramas esquematicos de estos vectores de homologia se muestran en la Fig. 2.

Utilizando estos seis vectores de homologia, asi construidos, se intento la purificacion de HVT recombinante de una
manera similar a la descrita en el Ejemplo 2, pero no se podian obtener recombinantes con la misma estructura que
los vectores de homologia.

Asi, a pesar de que se construyeron una pluralidad de vectores de homologia que estaban truncados desde el
terminal carboxi de la proteina gB subsiguiente al promotor para purificar y construir HVT recombinante, no se
obtenian recombinantes que tuvieran la misma longitud del gen gB de ILTV que los vectores de homologia. Este
resultado demostré que cuando el gen gB integrado junto con el promotor habia de ser expresado en HVT
recombinante, no se podian purificar aquellos que tuvieran un ORF largo. También, incluso si se pudiera purificar
HVT recombinante, se pensé que el ORF del gen gB en el HVT recombinante obtenido se convierte en reducido
debido a la presion de seleccién. Asi, se predijo que cuando el gen gB esta integrado junto con el promotor, la
longitud del gen gB del ORF de ILTV que puede estar presente en forma de un HVT recombinante estable es
aproximadamente del tamafio de los que codifican 623 aminoacidos o0 menos.

Ejemplo 5. Se invirtié la modificacion a partir del clon suprimido de FW050 y el efecto vacuna del HVT recombinante

A partir del HVT recombinante FWO050, para el que se confirmé el efecto de vacuna en el Ejemplo 3 y que se espera
que exprese una proteina de fusion de los 429 aminoacidos a partir del extremo amino terminal de la proteina gB de
ILTV y los 40 aminoacidos derivados de poliA, se construyd un vector de homologia p45/46CMVILgBf con el fin de
expresar una proteina en la que se han suprimido 40 aminoacidos derivados de poliA de la proteina a expresar.

Especificamente, un fragmento de 303 pb, obtenido al digerir pGIBacpA descrito en la solicitud de patente japonesa
no examinada (Kokai) n°® 2004-000111 con EcoRlI y Kpnl y un fragmento de 5854 pb, obtenido al digerir pGIPeclLgB2
construido en el Ejemplo 1 con EcoRI y Kpnl se ligaron para construir pGIPeclLgB3. Un fragmento de 2245 pb,

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2369 142 T3

obtenido al digerir este pGIPeclLgB3 con Bglll y Sfil y un fragmento de 6759 pb, obtenido al digerir p45/46PeclLgB
con Bglll y Sfil se ligaron para construir p45/46PeclLgB2.

Entonces, utilizando p45/46PeclLgB2 como molde, P-Bglll recogido en SEQ ID N°: 16 y F-R recogido en SEQ ID N°:
23 se sometieron a PCR para obtener un fragmento de 623 pb. Un fragmento de 616 pb, obtenido al digerir esto con
Bglll y Kpnl, y un fragmento de 7057 pb, obtenido al digerir p45/46PeclLgB2 con Bglll y Kpnl, se ligaron para
construir p45/46PeclLgBf.

Un fragmento de 7102 pb, obtenido por digestién completa de este p45/46PeclLgBf con Xbal, seguido de digestion
parcial con Pstl, y un fragmento de 589 pb, obtenido al digerir pGICMV (-) construido en el Ejemplo 1, con Pstl y Xbal
se ligaron para completar la construccion de un vector de homologia p45/46CMVILgBf.

Utilizando este vector de homologia p45/46CMVILgBf, se construyé y purific6 FWO063, un HVT recombinante. Se
confirmé que la porciéon de gen insertada del HVT recombinante, FW063, era la misma que la secuencia base del
vector de homologia y no habia sido mutada.

Ademas de ello, al clonar inversamente FW050, se construyé un vector de homologia p45/46PeclLgBdellac en el
siguiente proceso.

El molde utilizado en la PCR para esta clonacién es un ADN viral recogido de un pollo que se inoculé con FW050, y
el cebador consistia en dos cebadores de P-Bglll recogidos en SEQ ID N°: 16 y 45/46F(K) recogido en SEQ ID N°:
24, y el vector de homologia p45/46PeclLgBdellac se construyé ligando un fragmento de 707 pb, obtenido al digerir
con Bglll y Sfil, un fragmento de 944 pb, obtenido mediante la amplificaciéon con los dos cebadores y un fragmento de
10809 pb, obtenido al digerir p45/46PeclLgBdellac con Bglll y Sfil. Utilizando este vector de homologia
p45/46PeclLgBdellac, el HVT recombinante FWO069 se purificd y construy6 con éxito.

De la misma manera que antes, sin cambiar la porcién poliA en absoluto, un vector de homologia
p45/46PeclLgBdellac+STP, en el que la terminacion se insertd en un sitio en el que terminaba el ORF de 429
aminoacidos en el extremo amino terminal de la proteina gB en el siguiente proceso.

Primero, utilizando como molde un fragmento de 637 pb, amplificado al utilizar un cebador P-Bglll recogido en SEQ
ID N°: 16 y un cebador gBdelSTP-R recogido en SEQ ID N° 25 y fragmento de 673 pb, amplificado utilizando un
cebador gBdelSTP-F recogido en SEQ ID N°: 26 y un cebador 45/46F(B) recogido en SEQ ID N°: 27, la PCR se llevo
a cabo con el cebador P-Bglll y el cebador 45/46F(B) para obtener un fragmento de 1263 pb. Después, un fragmento
de 707 pb, obtenido al digerir esto con Bglll y Sfil y un fragmento de 10809 pb, obtenido al digerir p45/46PeclLgBlac
con Bglll y Sfil se ligaron para construir un vector de homologia p45/46PeclLgBdellac+STP.

Utilizando este vector de homologia p45/46PeclLgBdellac+STP, se purifico y construyd con éxito un HVT
recombinante, FWO070.

Asi, FW063, FW069 y FWQ070, en los que el ORF del gen gB es de 429 aminoacidos como en FW050 descrito en el
Ejemplo 3, se podian facilmente purificar. Esto demostrdé que, cuando el ADN derivado del gen gB que codifica los
429 aminoacidos en el extremo amino terminal de la secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID N°: 2 se ha de
expresar en un HVT recombinante que lo tenia integrado junto con el promotor, se puede llevar a cabo la
purificacion.

Utilizando el HVT recombinante, asi purificado, FW063, FW069 y FWO050 purificados en el Ejemplo 3, se llevé a cabo

un test de enfrentamiento como en el Ejemplo 3 para investigar el efecto vacuna. El resultado se muestra en la Tabla
2.
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Tabla 2
HVT recombi- Vector de homologia Tasa de proteccion % (n° de pollos
nante protegidos/total de n° de pollos)
Control 0 (0/7)
Enfrentamiento FWO050 p45/46PeclLgBlac 54 (7/13)
Enfrentamiento FWO063 p45/46CMVILgBf 33 (5/15)
Enfrentamiento FWO069 p45/46PeclLgBdellac 56 (9/16)

A partir del resultado, se puede observar que el efecto vacuna también se puede reconocer para FW063 que no
tiene secuencia aditiva, y FW069 y FW050 que tienen la secuencia aditiva exhiben un mejor efecto vacuna.
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<130> P852

<160> 27

<170> PatentIn versién 3.2

<210> 1

<211> 469
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> virus de

<400> 1
Met
1
Pro
Pro

Ala

Phe
65

Pro
Ile
Thr
Ser
Tyr
145

Ala

Glu

Ala

Ser

Arg

Ile

50

Ala

Arg

Ala

Leu

Arg

130

His

Thr

Arg
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LISTADO DE SECUENCIAS

la laringotraqueitis infecciosa y ORF artificial

Ser Leu Lys Met Leu Ile

Thr
Asp
35

Gly
Cys
His
Val
Tyr
115
Pro
Glu

Tyr

Glu

Leu
20

Thr
Ser
Ser
Cys
Val
100
Tyr
Gln
Ile
His

Lys

5

Ser
Ala
Gly
Ser
His
85

Phe
Lys

Ile

Val

Gln
Ser
Ala
Pro
70

Arg
Lys
His
Thr

Arg
150

Asp

Met

Pro

55

Thr

His

Gln

Ile

Asn
135
Ile

Lys Asn Phe

165

Lys Leu Pro

Ser
Asp
40

Lys
Gly
Ala
Asn
Thr

120
Glu

Asp

Met

Leu

Cys

His

25

Val

Glu

Ala

Asp

Ile

105

Thr

Tyr

Arg

Phe

Val

Val Cys
10

Gly Ile
Gly Lys

Pro Cln

Ser Val

75 .

Ser Thr
90
Ala Pro

Val Thr

Val Thr

Ser Gly

155
Phe Glu
170

Pro Ser

13

Val
Ala
Ile
Ile
60

Ala
Asn
Tyr
Thr
Arg
140
Glu

Ala

Leu

Ala
Gly
Ser
45

Arg
Arg
Met
Val
Trp

125
Val

Cys

Tyr

Leu

Ile

Ile

30

Phe

Asn

Leu

Thr

Phe

110

Ala

Pro

Ser

Asp

Arg

Leu
15

Ile
Ser
Arg
Ala
Glu
95

Asn
Leu
Ile

Ser

Asn
175

Ser

Ile
Asp
Glu
Ile
Gln
80

Gly
Val
Phe
Asp
Lys
160

Asp

Thr
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Val

Leu

Gln
225
Asp

Arg

Tyr

Arg

Glu

305

Glu

Asp

Arg

Asp

Asp

385

Lys

Arg

Tyr

Glu

Ile
465

<210> 2

Ser

Gly
210
Ala
Thr
Arg
Gln
Asn
290
Glu
Ala
Met
Leu
Gly
370
1le
Leu
Gln

Lys

Gly
450
Tyr

<211> 429
<212> PRT

Lys
195
Tyr

Arg

Val

His
Yal
275
Phe
Lys
Val
Thr
His
355
Ile
Glu
Met

Asn

Cys
435
Pro

Ser

180
Ala

Arg
Ser
Glu
Ser
260
Arg
Leu
Glu
Arg
Met
340
Leu
Phe
Tyr
Ser
His
420
Gly

Glu

Ser

Phe

Thr

Val

Ile

245

Val

Asp

Thr

Ser

Val
325
Thr
Ala
Ala
Tyr
His
405
Leu
Met

Met

His

His
Ser
Tyr
230
Ser
Tyr
Leu
Asp
Val
310
Ser
Phe

Glu

Arg

_Leu

390
Gly

Pro

Ala

Ser

Thr

Thr

215

Pro

Pro

Arg

Glu

Glu

295

Cys

Tyr

Ser

Cys

Lys

375

Gly

Leu

Arg

Asp

Leu
455
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Thr
200

Ser
Tyr
Phe
Asp
Thr
280
Gln
Thr
Lys

Ser

Val
360
Tyr

Ser
Ala
Gly
Tyr

440
Gly

185
Asn Phe

VYal Asp

Asp Tyr

Tyr Thr
250
Tyr Arg
265
Gly Gln

Phe Thr

Leu Ser

Asn Ser
330
Gly Lys
345
Pro Thr

Ser Ser
Gly Gly
Glu Met

410
Arg Glu

425
Asp His

Thr Val

14

Thr

Cys

Phe
235
Lys

Phe
Ile
Ile
Lys
315
Tyr
Gln
Ile
Thr
Phe
395
Tyr
Arg

Glu

Asn

Lys

Val
220
Gly

Asn
Leu
Arg
Gly
300
Trp
His
Pro
Ala
His
380
Leu
Leu
Arg

Gln

Arg
460

Arg
205
Val

Met

Thr

Glu

Pro

285

Trp

Ile

Phe

Phe

Ser

365

Val

Ile

Glu

Gln

Thr

445
Pro

190
His

Glu

Ala

Thr

Ile

270

Pro

Asp

Glu

Ser

Asn
350
Glu
Arg
Ala
Glu
Gly
430

Val

Ile

Gln

Tyr

Thr

Gly
255
Ala
Lys
Ala
Val
Leu
335
Ile
Ala
Ser

Phe

Ala
415
Asp

Arg

Arg

Thr
Leu

Gly
240

Pro
Asn
Lys
Met
Pro
320
Lys
Ser
Ile
Gly
Gln

400
Gln

Leu
Thr

Pro



<213> virus de la laringotraqueitis infecciosa

<400> 2
Met Ala Ser

1
Pro

Pro

Ala

Phe

65

Pro

Ile

Thr

Ser

Tyr

145

Ala

Glu

Val

Leu

Gln
225

Ser

Arg
Ile
50

Ala
Arg
Ala
Leu
Arg
130
His
Thr
Arg

Ser

Gly
210
Ala

Thr

Asp
35

Gly
Cys
His
Val
Tyr
115
Pro
Glu
Tyr

Glu

Lys
195
Tyr

Arg

Leu Lys Met Leu

Leu
20

Thr
Ser
Ser
Cys
Val
100
Tyr
Gln
Ile
His
Lys

180
Ala

Arg

Ser

5

Ser

Ala

Gly

Ser

His

85

Phe

Lys

Ile

Val

Lys

165

Lys

Phe

Thr

Val

Gln
Ser
Ala
Pro
70

Arg
Lys
His
Thr
Arg
150
Asn
Leu
His
Ser

Tyr
230

Asp

Met

Pro

55

Thr

His

Gln

Ile

Asn

135

Ile

Phe

Pro

Thr

Thr
215
Pro
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1le

Ser

Asp

40

Lys

Gly

Ala

Asn

Thr

120

Glu

Asp

Met

Leu

Thr
200
Ser

Tyr

Cys
His
25

Val
Glu
Ala
Asp
Ile
105
Thr
Tyr
Arg

Phe

Val
185
Asn

Val

Asp

Val
10
Gly

Gly
Pro
Ser
Ser
90

Ala
Val
Val
Ser
Phe
170
Pro
Phe

Asp

Tyr

15

Cys

Ile

Lys

Gln

Val

75

Thr

Pro

Thr

Thr

Gly

155

Glu

Ser

Thr

Cys

Phe
235

Val
Ala
Ile
Ile
60

Ala
Asn
Tyr
Thr
Arg
140
Glu
Ala
Leu

Lys

Val
220
Gly

Ala
Gly
Ser
45

Arg
Arg
Met
Val
Trp
125
Val
Cys
Tyr
Leu
Arg
205

Val

Met

Ile
Ile
30

Phe
Asn
Leu
Thr
Phe
110
Ala
Pro
Ser
Asp
Arg
190
His
Glu

Ala

Leu
15
Ile

Ser

Arg

Ala

Glu

95

Asn

Leu

Ile

Ser

Asn

175

Ser

Gln

Tyr

Thr

Ile
Asp
Glu
I1le
Gln
80

Gly
Val
Phe
Asp
Lys .
160
Asp
Thr
Thr

Leu

Gly
240



Asp Thr

Arg Arg

Tyr Gln

Val

His

Yal

Glu Ile
245
Ser Val

260

Arg Asp

275

Asn
290
Glu

Arg

Glu
305

Glu Ala

Asp Met

Arg Leu

Phe

Lys

Val

Thr

His

Leu Thr

Glu Ser
Val
325
Thr

Arg

Met
340

Leu Ala

355

Gly
370
Ile

Asp

Asp
385

Lys Leu

Ile

Glu

Met

Phe Ala

Tyr Tyr

His
405

Ser

Arg

<210> 3
<211> 1287
<212> DNA

Gln

Asn

His
420

Leu
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Ser Pro

Tyr Arg

Leu Glu

Asp

Thr

Phe Tyr Thr Lys Asn

250

265

280

Glu
295
Cys

Asp

Yal
310
Ser Tyr

Phe Ser

Glu Cys

Gln

Thr

Lys

Ser

Val

Asn

Gly Gln

Phe Thr

Leu Ser

Ser

Tyr Arg Phe Leu

Ile Arg

1le Gly
300

Lys Trp

315

Tyr His

330

Gly
345

Pro

360

Lys
375
Gly

Arg

Leu
390
Gly Leu

Pro Arg
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<400> 3

atggctagct
tctcaagatt
gttggaaaaa
agaaacagaa
ccacgacatt
ttcaagcaaa

acagttacta

tgaaaatgct
cacacggaat
tetetttete
tttttgecetg
gtcaccgaca
acattgcccc

cgtggecatt

gatctgcgteg
tgccggaata
cgaagccatt
ctcatctcca
tgeccgattcg
gtacgtcttt

attctcaaga

Tyr

Ser

Ala

Ser
Gly

Glu

Lys

Thr

Ser

Gly

Met

Gln Pro

Ile Ala

Thr His
380

Phe Leu

395

Tyr Leu

410

Gly
425

Arg Glu

tgecgtggceaa
atagaccctc
ggetcgeees
actggcgceca
actaacatga
aatgtgactc

ccccaaataa

16

Arg Arg

tcctgatccece
gtgatacagc
caccgaaaga
gtgttgcgag
ctgaaggaat
tatactataa

caaatgagta

Thr Thr Gly

255

Glu 1le Ala

270

Pro Pro Lys

285

Trp Asp Ala

Ile Glu Val

Phe Leu
335

1le

Ser

Phe Asn

350

Ser Glu Ala

365

Val Arg Ser

Ile Ala Phe

Glu Glu Ala

415

Gln

atctacccta
cagcatggat
accccagatt
gcttgeccag
tgeecgtagte
acatataacc

cgtgaccagg

Pro

Asn

Lys

Met

Pro
320
Lys

Ser
Ile
Gly

Gln
400
Gln

60
120
180
240
300
360
420
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gttccaatag actatcatga aattgtcagg attgatcgat cgggagaatg ctcatccaaa 480
gcaacgtatc ataaaaattt catgtttttt gaagcttacg acaatgatga acgagaaaaa 540
aaattgcccc tggttccatc actgttaaga tcaactgtct ccaaggcgtt tcatacaact 600
aactttacta agcgacatca aaccctggga taccgaacgt ctacatcggt cgactgtgtt 660
gtggaatatc tacaggctag atctgtatac ccgtatgatt actttggaat ggcgacaggt 720
gatacagtag aaatttctcc cttttatacc aaaaacacga ccggaccaag gcgtcacagt 780
gtctacagag actatagatt tctcgaaatc gcaaattatc aagtcaggga tttggaaacc 840
ggacaaataa gaccccctaa aaaaagaaac tttctaacag atgaacaatt cactataggce 300
tgggatgcaa tggaagaaaa ggaatctgta tgtactctca gtaaatggat tgaagtccceg 960
gaagcagttc gtgtttcgta caaaaacagt taccactttt cacttaaaga tatgactatg 1020
acgttctcgt ccggaaaaca accttttaac atcagcagge ttcatttgge tgaatgegtt 1080
cctaccatag cttcggagge catagatgge atctttgcca gaaagtatag ttcgactcat 1140
gtccgttctg ggeacatcga atactatctc ggtagtggeg gatttctgat cgcatttcag 1200
aaactcatga gccatggctt ggctgaaatg tacctagaag aggcacaaag acaaaatcat 1260
ctcccgagag ggagagagecg tcgecaa 1287

<210>4

<211> 40

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> sefial de pA de SV40

<400> 4
Gly Asp Leu Tyr Lys Cys Gly Met Ala Asp Tyr Asp His Glu Gln Thr
1 5 10 15
Val Arg Thr Glu Gly Pro Glu Met Ser Leu Gly Thr Val Asn Arg Pro

20 25 30
Ile Arg Pro Ile Tyr Ser Ser His
35 40

<210>5

<211> 120

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> sefal de pA de SV40

<400> 5
ggcgacctct acaaatgtgg tatggctgat tatgatcatg aacagactgt gaggactgag 60
gggcctgaaa tgagccttgg gactgtgaat cggccaataa ggcctattta ctcatcgcat 120

<210>6

<211> 18
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<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> Sintético
<400> 6

tgtaaaacga cggccagt
<210>7

<211> 29

<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 7

ttcggtaccg gttattatta ttttttgac
<210> 8

<211> 30

<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 8
gggctgcaga gttattaata gtaatcaatt

<210>9
<211> 27
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 9
gcactcggat ccattgacat ggctagc

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

<220>
<223> Sintético

<400> 10
agatgccatc tatggcctcc gaagctatgg

<210> 11
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 11
tggctgaatg cgttcctacc atagcettcgg

ES 2369 142 T3

18

29

30

27

30

30
18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 12
<211> 29
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 12
cgggtaccitt attcgtcttc gctttcttc

<210> 13
<211> 30
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 13
gccaggcegceg ccatttaccg tcattgacgt

<210> 14
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 14
acgtcaatga cggtaaatgg cgcgcctggce

<210> 15
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 15
cgtctagagg atctgacggt tcactaaacc

<210> 16
<211> 30
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 16
ggctagatct gtatacccgt atgattactt

<210> 17
<211> 30
<212> DNA
<213> Atrtificial
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<220>
<223> Sintético

<400> 17
cggtacctta ttgtctaaca aatgtatagt 30

<210> 18
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 18
cggtacctta atctccacgt attacagtgt 30

<210> 19
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 19
ttacatattt atctccacgt attacagtgt 30

<210> 20
<211> 30
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 20
acgtggagat aaatatgtaa tgaacctgaa 30

<210> 21
<211> 30
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 21
cggtacctta ttcgtcttcg ctttcttctg 30

<210> 22
<211> 1410

<212> DNA
<213> virus herpes recombinante de pavo

<400> 22

20
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atggctagct
tctcaagatt
gttggaaaaa
agaaacagaa
ccacgacatt
ttcaagcaaa
acagttacta
gttccaatag
gcaacgtatc

aaattgcccc

tgaaaatgct
cacacggaat
tctetttete
tttttgegte
gtcaccgaca
acattgcccc
cgtgggeatt
actatcatga
ataaaaattt

tggttccatce

aactttacta
gtggaatatc
gatacagtag
gtctacagag
ggacaaataa
tgggatgcaa
gaagcagttc
acgttctcgt
cctaccatag
gtccgttictg
aaactcatga
ctcccgagag
gatcatgaac

ccaataaggec

agcgacatca
tacaggctag
aaatttctcc
actatagatt
gaccccctaa
tggaagaaaa
gtgtttcgta
ccggaaaaca
cttcggaggc
gggacatcga
gccatggett
ggagagagcsg
agactgtgag
ctatttactc

<210> 23
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 23
cggtacctta ttggcgacgc tctcteecte

<210> 24
<211>24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 24
ggggaagtct tccggttaag ggac

ES 2369 142 T3

gatctgcgteg
tgcecggaata
cgaagccatt
ctcatctcca
tgcegattcg
gtacgtcttt
attctcaaga
aattgtcagg
catgtttttt
actgttaaga

aaccctggga
atctgtatac
cttttatacc
tctcgaaatce
aaaaagaaac
ggaatctgta
caaaaacagt
accttttaac
catagatggc
atactatctc
ggctgaaatg
tcgccaaggce
gactgaggesg
atcgcattag

tgegtggcaa
atagaccctc
gggtcggesse
actggcegceca
actaacatga
aatgtgactc
ccccaaataa
attgatcgat
gaagcttacg
tcaactgtct

taccgaacgt
ccgtatgatt
aaaaacacga
gcaaattatc
ttictaacag
tgtactctca
taccactttt
atcagcaggc
atctttgeca
ggtagtggcg
tacctagaag
gacctctaca

cctgaaatga

30

24

21

tcctgatcece
gtgatacagc
caccgaaaga
gtgttgcgag
ctgaaggaat
tatactataa
caaatgagta
cgggagaatg
acaatgatga
ccaaggcgtt

ctacatcggt
actttggaat
ccggaccaag
aagtcaggga
atgaacaatt
gtaaatggat
cacttaaaga
ttcatttggc
gaaagtatag
gatttctgat
aggcacaaag
aatgtggtat
gcettgggac

atctacccta
cagcatggat
accccagatt
gcttgeccag
tgccgtagtc
acatataacc
cgtgaccageg
ctcatccaaa
acgagaaaaa

tcatacaact

cgactgtgtt
ggcgacagegt
gcgtcacagt
tttggaaacc
cactataggc
tgaagtcccg
tatgactatg
tgaatgegtt
ttcgactcat
cgcatttcag
acaaaatcat
ggectgattat
tgtgaatcgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1410
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<210> 25
<211> 30
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 25
cataccacat ttgtagaggt cctattggcg

<210> 26
<211> 30
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 26
cgagagggag agagcgtcgc caataggacc

<210> 27
<211>24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 27
tagcggcacg gaaacagata gaga

ES 2369 142 T3
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REIVINDICACIONES

1.- Un virus herpes recombinante, excluyendo el virus de la laringotraqueitis infecciosa, que tiene un ADN que
codifica un polipéptido parcial que consiste en 429 aminoacidos en el extremo amino terminal de la proteina gB
codificada por el gen gB de un virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV), en el que puede estar suprimido,
afiadido o sustituido un aminoacido del polipéptido parcial.

2.- El virus herpes recombinante de acuerdo con la reivindicacion 1, excluyendo el virus de la laringotraqueitis
infecciosa, en el que puede estar suprimido, afiadido o sustituido un ADN que codifica la secuencia de aminoacidos
recogida en SEQ ID N°: 4, esta enlazada en un marco con el extremo 3’ del ADN que codifica un polipéptido parcial
que consiste en 429 aminoacidos en el extremo amino terminal de la proteina gB codificada por el gen gB de un virus
de la laringotraqueitis infecciosa, en el que puede estar suprimido, afadido o sustituido un aminoacido del polipéptido
parcial.

3.- El virus herpes recombinante de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, en donde el virus herpes es un virus
herpes que infesta aves.

4.- El virus herpes recombinante de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que un virus herpes es un virus tipo 1, 2 6
3 de la enfermedad de Marek.

5.- Una vacuna contra el virus de la laringotraqueitis infecciosa, que comprende en calidad de ingrediente activo un
virus herpes recombinante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6.- La vacuna de acuerdo con la reivindicacion 5, para tratar virus herpes en un ave.

7.- La vacuna de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el virus herpes es el virus de la laringotraqueitis.
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Fig.2
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