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DESCRIPCION
Particulas funcionales similares al virus (VLP) de la gripe
Antecedentes de la invencion

[0001] EI virus de la gripe es un miembro de la familia Orthomyxoviridae (para una revision, véase Murphy y Webster,
1996). Existen tres subtipos de virus de la gripe denominados A, B y C. El viridon de la gripe contiene un genoma de ARN
fragmentado, de sentido negativo. El virion de la gripe incluye las siguientes proteinas: hemaglutinina (HA),
neuraminidasa (NA), proteina de matriz (M1), canal iénico que permite el paso de protones (M2), nucleoproteina (NP),
proteina basica de la polimerasa 1 (PB1), proteina basica de la polimerasa 2 (PB2), proteina acida de la polimerasa (PA)
y proteina no estructural 2 (NS2). Las proteinas HA, NA, M1 y M2 estan asociadas a la membrana, mientras que las
proteinas NP, PB1, PB2, PA y NS2 son proteinas asociadas a la nucleocapside. La NS1 es la Unica proteina no
estructural no asociada a las particulas de virion, sino que es especifica de las células infectadas por el virus de la gripe.
La proteina M1 es la proteina mas abundante en las particulas de virus de la gripe. Las proteinas HA y NA son
glucoproteinas de la envoltura y son las responsables de la union del virus y de la penetracion de las particulas viricas en
la célula y son la fuente de los principales epitopos inmunodominantes para la neutralizacién del virus y la inmunidad
protectora. Ambas proteinas, la HA y la NA, se consideran los componentes mas importantes de las vacunas antigripales
profilacticas.

[0002] La infeccidn por el virus de la gripe se inicia con la fijacion de la proteina de superficie HA del virién a un receptor
celular que contiene acido sialico (glucoproteinas y glucolipidos). La proteina NA media el procesamiento del receptor de
acido sialico y la penetracién del virus en la célula depende de la endocitosis mediada por el receptor dependiente de HA.
En los confines acidos de los endosomas internalizados que contiene un virion de la gripe, la proteina HA; sufre una serie
de cambios conformacionales que provocan la fusion de las membranas viral y celular y la degradacion de la capside del
virus y la liberacién mediada por M2 de las proteinas M1 de las ribonucleoproteinas (RNP) asociadas a la nucleocapside,
que migran hacia el nucleo celular para la sintesis de ARN viral. Los anticuerpos anti-proteinas HA impiden la infeccion
por el virus neutralizando la infectividad del virus, mientras que los anticuerpos anti-proteinas NA actuan sobre las etapas
iniciales de la replicacion viral.

[0003] Las vacunas contra el virus de la gripe A y B inactivadas estan aprobadas actualmente para administracion
parenteral. Estas vacunas trivalentes se producen en la cavidad alantoidea de huevos de pollo embrionados, se purifican
por centrifugacion diferencial o cromatografia en columna, se inactivan con formalina o B-propiolactona y se formulan
como una mezcla de las dos cepas de la cepa de tipo A y tipo B de los virus de la gripe en circulacion entre la poblacion
humana durante un afio dado. Las vacunas antigripales disponibles en el mercado son vacunas viricas constituidas por el
virus completo (WV) o el subviriéon (SV; vacunas de virus fraccionados o con el antigeno de superficie purificado). La
vacuna WV contiene viriones intactos inactivados. Las vacunas SV tratadas con disolventes, tales como tri-n-butilfosfato
(Flu-Shield, Wyeth-Lederle) contienen casi todas las proteinas estructurales virales y algunas de la envuelta viral. Las
vacunas SV solubilizadas con Triton X-100 (Fluzone, Connaught; Fluvirin, Evans) contienen agregados de mondmeros
de HA, NA y NP principalmente, aunque también hay cantidades residuales de otras proteinas estructurales virales. Una
potencial vacuna con virus de la gripe vivos atenuados adaptados al frio (FluMist, Medimmune) ha obtenido
recientemente la autorizacion de comercializaciéon por la FDA para su uso comercial como vacuna de administracion
intranasal indicada para la inmunizacioén activa y la prevencion de la enfermedad causada por los virus de la gripe Ay B
en niflos sanos y adolescentes de 5 a 17 afios de edad y adultos sanos de 18 a 49 afos de edad.

[0004] Se han desarrollado varios productos recombinantes como candidatos a vacuna antigripal recombinante. Estas
estrategias se han centrado en la expresion, produccion y purificacion de las proteinas HA y NA del virus de la gripe de tipo
A, incluida la expresion de estas proteinas utilizando células de insecto infectadas por baculovirus (Crawford et al, 1999;
Johansson, 1999; Treanor et al., 1996), vectores virales (Pushko et al., 1997; Berglund et al, 1999) y construcciones de
vacunas de ADN (Olsen et al., 1997).

[0005] Crawford et al. (1999) demostraron que la HA del virus de la gripe expresada en células de insecto infectadas con
baculovirus es capaz de prevenir la gripe letal causada por los subtipos del virus de la gripe aviar H5 y H7. Al mismo
tiempo, otro grupo demostré que las proteinas HA y NA del virus de la gripe expresadas en baculovirus inducian
respuestas inmunitarias en animales superiores a las inducidas por una vacuna convencional (Johansson et al., 1999).
Se compardé la inmunogenicidad y la eficacia de la hemaglutinina del virus de la gripe equina expresada en baculovirus
con las de un candidato a vacuna de ADN homologa (Olsen et al., 1997). En conjunto, los datos demostraron que con las
proteinas HA o NA recombinantes se puede conseguir un alto grado de proteccién frente a la exposicion al virus de la
gripe, utilizando diversos métodos experimentales y en diferentes modelos en animales.

[0006] Lakey et al. (1996) demostraron que una vacuna que contiene la proteina HA del virus de la gripe derivada de
baculovirus se toleraba bien y era inmunogénica en voluntarios humanos en un estudio de Fase | de seguridad del
aumento de la dosis. Sin embargo, los resultados de los estudios de Fase Il realizados en diversos centros en voluntarios
humanos vacunados con diferentes dosis de vacunas de la gripe que contenian proteinas HA y/o NA, indicaban que las
vacunas con la proteina subunidad recombinante no provocaban inmunidad protectora [G. Smith, Protein Sciences; M.
Perdue, USDA, Comunicaciones personales]. Estos resultados indicaban que los epitopos conformacionales
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presentados en la superficie de los peplémeros de HA y NA de viriones infecciosos eran importantes para provocar la
formacién de anticuerpos neutralizantes y el desarrollo de inmunidad protectora.

[0007] En cuanto a la inclusidon de otras proteinas del virus de la gripe en candidatos a vacunas antigripales
recombinantes, se han llevado a cabo varios estudios, como los experimentos con la nucleoproteina del virus de la gripe,
NP, sola o en combinacién con la proteina M1 (Ulmer et al., 1993; Ulmer et al., 1998; Zhou et al., 1995; Tsui et al., 1998).
Estos candidatos a vacunas, que estaban compuestos por proteinas internas del virion apenas modificadas, provocaban
una inmunidad de amplio espectro que era principalmente celular (linfocitos T de memoria tanto CD4+ como CD8+).
Estos experimentos implicaban el uso de los vectores genéticos de ADN o virales. Se necesitaron cantidades
relativamente elevadas de ADN inyectado, ya que los resultados de los experimentos con dosis mas bajas de ADN
indicaban bajos niveles o ausencia de proteccidén (Chen et al., 1998). Por lo tanto, puede ser necesario realizar mas
estudios preclinicos y clinicos para evaluar si dichas estrategias basadas en el ADN que implicaban la NP y la M1 del
virus de la gripe son seguras, eficaces y persistentes.

[0008] Recientemente, en un intento por desarrollar vacunas antigripales mas eficaces, se han utilizando particulas de
proteinas como vehiculos de los epitopos de la proteina M2 del virus de la gripe. El desarrollo de una vacuna basada en
M2 estaba justificado porque en estudios en animales, las proteinas M2 provocaban inmunidad protectora frente al virus
de la gripe (Slepushkin et al., 1995). Neirynck et al. (1999) utilizaron un dominio transmembrana M2 de 23 aa de longitud
como pareja de fusion amino terminal con el antigeno del nucleo del virus de la hepatitis B (HBcAg) para exponer el
epitopo(s) de M2 de la superficie de las particulas pseudocapside del HbcAg. Sin embargo, a pesar del hecho de que
tanto la proteina M2 de longitud completa como la VLP M2-HBcAg inducian anticuerpos detectables y proteccién en
ratones, era improbable que las futuras vacunas antigripales se basaran exclusivamente en la proteina M2, ya que la
proteina M2 estaba presente en un numero bajo de copias por viridn, mostraba una antigenicidad débil, era incapaz de
provocar la formacion de anticuerpos capaces de unirse a viriones de la gripe libres y era incapaz de bloquear la union
del virus a los receptores de la célula (es decir, la neutralizacion del virus).

[0009] Dado que las investigaciones anteriores han demostrado que las glucoproteinas de superficie del virus de la gripe,
HA y NA, son las principales dianas para que se desencadene la inmunidad protectora frente al virus de la gripe y que M1
representa una diana conservada para la inmunidad celular frente a la gripe, un nueva vacuna candidata puede incluir
estos antigenos virales como una particula proteica macromolecular, tales como las particulas similares al virus (VLP).
Ademas, la particula con estos antigenos del virus de la gripe puede presentar epitopos conformacionales que provocan
la formacion de anticuerpos neutralizantes frente a multiples cepas de los virus de la gripe.

[0010] Varios estudios han demostrado que las proteinas recombinantes del virus de la gripe podrian autoensamblarse
en VLP en cultivos celulares utilizando plasmidos de expresion en mamiferos o vectores baculovirus.

[0011] (Gomez-Puertas et al., 1999; Gomez-Puertas et al, 2000; Neumann et al., 2000; Latham y Galarza, 2001).
Gomez-Puertas et al. (1999) demostraron que la formacion eficaz de VLP de la gripe depende de los niveles de expresion
de las proteinas virales. Gomez-Puertas et al, 2000 examinaron la generacion de VLP en células COS-1 vy refirieron que
la proteina M1, cuando se expresa sola, se ensambla en particulas de gemacién similares a las del virus. Neumann et al.
(2000) establecieron un sistema basado en plasmidos de expresion en mamiferos para la generacion de particulas
similares al virus de la gripe infecciosas formadas totalmente a partir de ADNc clonados. Latham y Galarza (2001)
describieron la formacion de VLP de la gripe en células de insecto infectadas con baculovirus recombinantes que
expresan conjuntamente los genes HA, NA, M1 y M2. Véase también el documento WO02/00885. Estos estudios han
demostrado que las proteinas del virién de la gripe pueden autoensamblarse tras la coexpresion en células eucariotas.

Descripciéon resumida de la invencién

[0012] La presente invencién proporciona un procedimiento para la produccion de una VLP derivada del virus de la gripe,
comprendiendo el procedimiento:

a) la construccion de una construccion de baculovirus recombinante que codifica un grupo de proteinas
estructurales del virus de la gripe, consistiendo dicho grupo en M1, HA y NA;

b) la transfeccion, infeccion o transformacion de una célula hospedadora adecuada con dicho baculovirus
recombinante y el cultivo de la célula hospedadora en condiciones que permiten la expresion de M1, HA y NA;

c) la formacion de una VLP en dicha célula hospedadora, en donde las proteinas estructurales del virus de la gripe
de dicha VLP consisten en M1, HA y NA;

d) la cosecha de los medios celulares infectados que contienen la VLP de la gripe funcional y

e) la purificacion de la VLP.

[0013] La presente invencion proporciona ademas una VLP o una composicion que comprende una VLP obtenible
mediante este procedimiento. La invencién se refiere ademas a dicha VLP o composicién para su uso en un método de
tratamiento o prevencion de la gripe en un vertebrado o para proporcionar una respuesta inmunitaria protectora frente a
la gripe en un vertebrado.

[0014] También se describen en la presente memoria estructuras proteicas macromoleculares que comprenden
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secuencias que codifican las proteinas HA (N° de acceso GenBank AJ404626), NA (N° de acceso GenBank AJ404629),
M1 (N° de acceso GenBank AJ278646), M2 (N° de acceso GenBank AF255363) y NP (N° de acceso GenBank
AF255742) del virus de la gripe aviar de tipo A HON2 y que comprenden secuencias que codifican las proteinas HA (N°
de acceso GenBank AJ311466) y la NA (N° de acceso GenBank AJ291403) del virus de la gripe aviar de tipo A H3N2. El
ARN genodmico que codifica para estos genes virales de la gripe se pueden aislar de los aislados del virus de la gripe o de
tejidos de organismos infectados con el virus de la gripe. Cada una de estas secuencias codificantes de la misma o de
diferentes cepas o tipos del virus de la gripe se clonan cadena abajo de promotores transcripcionales en vectores de
expresion y se expresan en células.

[0015] También se describe aqui una estructura proteica macromolecular que contiene (a) una primera proteina M1 del
virus de la gripe y (b) una proteina estructural adicional, que puede incluir una segunda o mas proteinas M1 del virus de
la gripe; una primera, segunda o mas proteinas HA del virus de la gripe; una primera, segunda o mas proteinas NA del
virus de la gripe y una primera, segunda o mas proteinas M2 del virus de la gripe. Si la proteina estructural adicional no
es una segunda o mas proteinas M1 del virus de la gripe, entonces se incluyen ambos o todos los miembros del grupo,
por ej., una primera y segunda proteinas M2 del virus de la gripe. Como tal, se proporciona una estructura proteica
funcional del virus de la gripe, incluida una particula subviral, VLP o estructura de capsémero o una parte del mismo, una
vacuna, una vacuna multivalente y mezclas de las mismas que consisten esencialmente en proteinas estructurales del
virus de la gripe producidas mediante el procedimiento de la invencion. La estructura proteica macromolecular del virus
de la gripe puede incluir las proteinas HA, NA y M1 del virus de la gripe que son los productos de expresion de los genes
del virus de la gripe clonados como fragmentos sintéticos de un virus de tipo silvestre.

[0016] La estructura proteica macromolecular también puede incluir una proteina estructural adicional, por ejemplo, una
nucleoproteina (NP), proteinas de membrana de especies distintas a los virus de la gripe y una proteina de membrana de
origen distinto al virus de la gripe, las cuales derivan de las aves o de mamiferos y diferentes subtipos del virus de la
gripe, incluidos los virus de la gripe de subtipo A y B. La estructura puede incluir una estructura proteica macromolecular
quimérica, la cual incluye una parte de al menos una proteina que tiene una fracciéon no producida por el virus de la gripe.

[0017] La prevencion de la gripe puede realizarse proporcionando una estructura proteica macromolecular que puede
autoensamblarse en una célula hospedadora a partir de una construccion recombinante. La estructura proteica
macromolecular de la invencién tiene la capacidad de autoensamblarse en particulas similares al virus (VLP) homotipicas
o heterotipicas que presentan epitopos conformacionales de las proteinas HA y NA, los cuales provocan la formacion de
anticuerpos neutralizantes que son protectores. La composiciéon puede ser una composicién de vacuna, la cual también
contiene un vehiculo o diluyente y/o un adyuvante. Las VLP funcionales de la gripe provocan la formacién de anticuerpos
neutralizantes contra una o mas cepas o tipos del virus de la gripe dependiendo de si las VLP de la gripe funcionales
contienen proteinas HA y/o NA procedentes de una o mas cepas o tipos virales. La vacuna puede incluir proteinas del
virus de la gripe que son proteinas del virus de la gripe de tipo silvestre. Preferiblemente, las proteinas estructurales que
contienen la VLP de la gripe, o una parte de la misma, pueden derivar de las diferentes cepas de los virus de la gripe de
tipo silvestre. Las vacunas antigripales pueden administrarse a seres humanos o animales para provocar una inmunidad
protectora frente a una o mas cepas o tipos del virus de la gripe.

[0018] Las estructuras proteicas macromoleculares de la invencién pueden presentar actividad hemaglutinina y/o
actividad neuraminidasa.

[0019] Como se ha descrito anteriormente, en algunos aspectos, la invencion proporciona un procedimiento para la
produccién de una VLP derivada del virus de la gripe mediante la construccién de una construccién recombinante que
codifica los genes estructurales M1, HA y NA del virus de la gripe. Se utiliza una construccién recombinante para
transfectar, infectar o transformar una célula hospedadora adecuada con el baculovirus recombinante. La célula
hospedadora se cultiva en condiciones que permiten la expresion de M1, HA y NA y se forma la VLP en la célula
hospedadora. Los medios celulares infectados que contienen VLP de la gripe funcional se cosechan y se purifica la VLP.
La invencion puede incluir también una etapa adicional de co-transfeccion, co-infeccion o co-transformacion de la célula
hospedadora con una segunda construccion recombinante que codifica una segunda proteina de la gripe, incorporando
de esta manera la segunda proteina del virus de la gripe en la VLP. Dichas proteinas estructurales pueden derivar del
virus de la gripe, incluidas NA, M2 y NP y al menos una proteina estructural deriva de las aves o de mamiferos. La
proteina estructural puede ser de un virus de la gripe de subtipo A y B. De acuerdo con la invencién, la célula
hospedadora puede ser una célula eucariota. Ademas, la VLP puede ser una VLP quimérica.

[0020] La invencion también incluye un procedimiento para la formulacién de un principio activo que contiene una VLP de
la gripe, introduciendo construcciones recombinantes que codifican genes virales de la gripe en células hospedadoras y
permitiendo el autoensamblaje de las proteinas del virus de la gripe recombinantes en una VLP homotipica o heterotipica
funcional en células, como se ha descrito anteriormente. La VLP de la gripe se aisla y se purifica y se formula un principio
activo que contiene la VLP de la gripe. El principio activo puede incluir ademas un adyuvante. Ademas, la invencion
proporciona un procedimiento para formular un farmaco, mezclando dicho principio activo que contiene una VLP de la
gripe con una vesicula lipidica, esto es, una vesicula lipidica no iénica. Por lo tanto, las VLP homotipicas o heterotipicas
funcionales pueden sufrir gemacién en forma de particulas envueltas desde las células infectadas. Las VLP de la gripe
gemadas se pueden aislar y purificar mediante ultracentrifugaciéon o cromatografia en columna como principios activos y
formularse solas o con adyuvantes, tales como Novasomesg®, un producto de Novavax, Inc., como farmacos, tales como
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vacunas. Novasomes®, que proporcionan un efecto inmunoldgico aumentado, se describen ademas en la patente de
Estados Unidos N° 4.911.928

[0021] La invenciéon proporciona la VLP o composiciéon para su uso en un método de tratamiento, prevencion o
generacién de una respuesta inmunitaria protectora.

[0022] Como se describe en la presente memoria el principio activo VLP de la gripe se puede formular como reactivos de
laboratorio usados para estudios de la estructura del virus de la gripe y ensayos para diagnostico clinico. La solicitud
también describe un kit para el tratamiento del virus de la gripe mediante la administracion de una cantidad eficaz de una
composicion de la invencion y las instrucciones de uso.

Breve descripcion de los dibujos
[0023]

La Figura 1 muestra la secuencia de nucleétidos del gen de la neuraminidasa (NA) del virus de la gripe aviar
A/Hong Kong/1073/99 (HON2) (SEC ID N°: 1).

La Figura 2 muestra la secuencia de nucledtidos del gen de la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe aviar
A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (SEC ID N°: 2).

La Figura 3 muestra la secuencia de nucleétidos del gen de la proteina de matriz M1 (M1) del virus de la gripe aviar
A/Hong Kong/1073/99 (HON2) (SEC ID N°: 3).

La Figura 4 muestra los vectores de transferencia para la construccién de baculovirus recombinantes para la
expresion de las proteinas HA, NA y M1 del virus de la gripe aviar A/lHong Kong/1073/99 (H9N2). La Figura 4A
muestra un vector de transferencia para la expresion de genes individuales y la Figura 4B muestra el vector de
transferencia para la multiexpresién de los genes.

La Figura 5 muestra la expresion de las proteinas HA, NA y M1 del virus de la gripe aviar A/lHong Kong/1073/99
(HON2) en células Sf-95.

La Figura 6 muestra la purificacion de las VLP del virus de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) mediante el
método del gradiente de densidad en sacarosa.

La Figura 7 muestra la deteccioén de la proteina del virus de la gripe mediante cromatografia de filtracién en gel. Los
anticuerpos utilizados en los analisis de transferencia de Western son los siguientes: (A) anti-H9N2 de conejo; (b)
mADb anti-M1 murino y (C) anti-BACgp64 murino.

La Figura 8 muestra la deteccion de las proteinas del virus de la gripe aviar A/lHong Kong/1073/99 (H9N2),
incluidas las particulas subvirales, VLP y complejos de VLP, mediante microscopia electronica.

La Figura 9 muestra la actividad de hemaglutinacion de las VLP del virus de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99
(HON2) purificadas.

La Figura 10 muestra la actividad neuraminidasa de las VLP del virus de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99
(H9N2) purificadas.

La Figura 11 muestra el programa de inmunizacion y extraccion de sangre para el estudio de inmunogenicidad del
virus de la gripe recombinante con VLP del virus de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) purificadas en
ratones.

La Figura 12 muestra los resultados de un estudio de inmunogenicidad en ratones inmunizados con VLP
recombinantes del virus de la gripe HON2.

La Figura 12A muestra los sueros de ratones BALB/c inmunizados con VLP recombinantes constituidas por
proteinas HA, NA y M1 procedentes del virus de la gripe aviar de tipo A/HOIN2/Hong Kong/1073/99. La Figura 12B
muestra los sueros de conejos New Zealand blancos inmunizados con el virus de la gripe aviar de tipo A HON2 que
se hicieron reaccionar con las transferencias de Western que contenian virus de la gripe aviar de tipo A HON2
inactivados (columnas 1y 3) o virus de la gripe aviar de tipo HON2 adaptados al frio (columnas 2 y 4).
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Descripcion detallada de la invenciéon

[0024] Como se usa en la presente memoria, el término "baculovirus", también conocido como baculoviridae, se refiere a
una familia de virus de ADN con envoltura de artrépodos, cuyos miembros se pueden usar como vectores de expresion
para producir proteinas recombinantes en cultivos celulares con inserto. El viridbn contiene una o mas nucleocapsides en
forma de bacilo que contienen moléculas de ADN bicatenario circular superenrollado (M 54 x 10°- 154 x 106). El virus
usado como vector es generalmente el virus de la poliedrosis nuclear (NVP) de Autographa californica. La expresion de
los genes introducidos esta bajo el control del potente promotor que normalmente regula la expresién del componente
proteico poliedrina de la inclusion nuclear de gran tamarfio en la que los virus se encuentran embebidos en las células
infectadas.

[0025] Como se usa en la presente memoria, el término "derivada de" se refiere al origen o fuente y puede incluir
cualquier molécula existente en la naturaleza, recombinante, no purificada o purificada. Las proteinas y las moléculas de
la presente invencién pueden derivar de moléculas del virus de la gripe o de moléculas distintas a las del virus de la gripe.

[0026] Como se usa en la presente memoria, el término "primera" proteina del virus del gripe, es decir, una primera
proteina M1 del virus de la gripe, se refiere a una proteina, tal como M1, HA, NA y M2, derivada de una cepa particular
del virus del gripe. La cepa o tipo del primer virus de la gripe difiere de la cepa o tipo de la segunda proteina del virus de la
gripe. Por lo tanto, "segunda" proteina del virus de la gripe, es decir, la segunda proteina M1 del virus de la gripe, se
refiere a una proteina, tal como M1, HA, NA y M2, derivada de una segunda cepa del virus de la gripe que es un cepa o
tipo diferente de la primera proteina del virus de la gripe.

[0027] Como se usa en la presente memoria, el término "actividad hemaglutinina" se refiere a la capacidad de las
proteinas que contienen HA, VLP o partes de las mismas para unirse y aglutinar los glébulos rojos (eritrocitos).

[0028] Como se usa en la presente memoria, la expresion "actividad neuraminidasa" se refiere a la actividad enzimatica
de las proteinas que contienen NA, VLP o partes de las mismas que las contienen para escindir restos de acido sialico de
sustratos, incluidas proteinas, tales como la fetuina.

[0029] Como se usa en la presente memoria, el término "heterotipico" se refiere a uno o mas tipos o cepas diferentes de
virus.

[0030] Como se usa en la presente memoria, el término "homotipico" se refiere a un tipo o cepa de virus.

[0031] Como se usa en la presente memoria, el término "estructura proteica macromolecular" se refiere a la construccion
o disposicién de una o mas proteinas.

[0032] Como se usa en la presente memoria, el término vacuna "multivalente” se refiere a una vacuna contra multiples
tipos o cepas del virus de la gripe.

[0033] Como se usa en la presente memoria, la expresién "distinto al virus de la gripe" se refiere a una proteina o
molécula que no deriva del virus de la gripe.

[0034] Como se usa en la presente memoria, el término "vacuna" se refiere a una preparacion de patégenos muertos o
atenuados, o de determinantes antigénicos derivados, que se usan para inducir la formacién de anticuerpos o de
inmunidad contra el patégeno. Una vacuna ofrecida para proporcionar inmunidad frente a la enfermedad, por ejemplo, la
gripe, que estd causada por los virus de la gripe. La presente invencion proporciona composiciones de vacuna que son
inmunogénicas y proporcionan proteccion.

[0035] La gripe sigue siendo un problema de salud publica omnipresente a pesar de la existencia de vacunas con virus
inactivados especificas que son 60-80% eficaces en condiciones 6ptimas. Cuando estas vacunas son eficaces,
habitualmente se evita la enfermedad gracias a la prevencion de la infeccién virica. La falta de respuesta a la vacuna
puede producirse como resultado de diferencias antigénicas acumuladas (desviacion antigénica y deriva antigénica). Por
ejemplo, el virus de la gripe aviar de tipo A HON2 ha circulado conjuntamente con el virus de la gripe humana de tipo A
Sydney/ 97 H3N2 en cerdos y ha conducido a una redistribucion genética y a la aparicion de nuevas cepas del virus de la
gripe humana con potencial pandémico (Peiris et al., 2001). En el caso de una desviacion antigénica de este tipo, es
improbable que las vacunas actuales pudieran proporcionar una proteccion adecuada.

[0036] Otro motivo de la escasez de programas de vacunacion antigripal es la persistencia relativamente breve de la
inmunidad provocada por las vacunas actuales. Ademas, la insuficiencia de las medidas de control antigripal refleja el
uso limitado de las vacunas actuales debido a la reactogenicidad de la vacuna y a los efectos secundarios en nifios
pequefios, ancianos y personas con alergias a los componentes del huevo que se usan en la fabricacion de las vacunas
antigripales con virus inactivados comercializadas.

[0037] Ademas, las vacunas con virus de la gripe inactivados frecuentemente carecen de o contienen epitopos
conformacionales de HA y NA alterados, los cuales provocan la formacion de anticuerpos neutralizantes y juegan un
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papel importante en la proteccion frente a la enfermedad. Por lo tanto, las vacunas virales inactivadas, asi como algunas
vacunas con subunidades proteicas monoméricas del virus de la gripe recombinantes ofrecen una proteccion
inadecuada. Por otro lado, las estructuras proteicas macromoleculares, tales como capsémeros, particulas subvirales y/o
VLP, incluyen multiples copias de las proteinas nativas que presentan epitopos conformacionales que son ventajosos
para una inmunogenicidad 6ptima de la vacuna.

[0038] La presente solicitud describe la clonacion de los genes HA, NA y M1 del virus de la gripe aviar A/Hong
Kong/1073/99 (H9N2) en un unico vector de expresion baculovirus solo o en tandem y la produccién de vacunas
antigripales candidatas o compuestas por proteinas estructurales del virus de la gripe recombinantes que se
autoensamblan en estructuras proteicas macromoleculares homotipicas funcionales e inmunogénicas, incluidas
particulas subvirales del virus de la gripe y VLP de la gripe en células de insecto infectadas con baculovirus.

[0039] La presente solicitud también incluye la clonacion de los genes HA, NA, M1, M2 y NP del virus de la gripe humana
A/Sydney/5/94 (H3N2) en vectores de expresion baculovirus y la produccion de vacunas antigripales candidatas o
reactivos compuestos por proteinas estructurales del virus de la gripe que se autoensamblan en estructuras proteicas
macromoleculares homotipicas funcionales e inmunogénicas, incluidas particulas subvirales del virus de la gripe y VLP
de la gripe en células de insecto infectadas con baculovirus.

[0040] Ademas, la presente solicitud describe la clonacion del gen HA del virus de la gripe humana A/Sydney/5/94
(H3N2) y de los genes HA, NA y M1 del virus de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) en un Unico vector de
expresion baculovirus en tdndem y la produccion de vacunas antigripales candidatas o reactivos compuestos por
proteinas estructurales del virus de la gripe que se autoensamblan en estructuras proteicas macromoleculares
heterotipicas funcionales e inmunogénicas, incluidas particulas subvirales del virus de la gripe y VLP de la gripe en
células de insecto infectadas con baculovirus.

[0041] Esta invencién se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos que no deben considerarse como limitativos.
EJEMPLOS ESPECIFICOS

EJEMPLO 1

Materiales y métodos

[0042] Se expresaron los genes HA, NA y M1 del virus de la gripe aviar A/lHong Kong/1073/99 (H9N2) en células de
Spodoptera frugiperda (linea celular Sf-9S; ATCC PTA-4047) utilizando el sistema de expresion baculovirus bacmid. Los
genes HA, NA y M1 se sintetizaron mediante transcripcién inversa y la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)
usando ARN aislado del virus de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (Figuras 1, 2 y 3). Para la transcripcion
inversa y la PCR, se utilizaron cebadores de oligonucleétidos especificos de los genes HA, NA y M1 del virus de la gripe
aviar A/Hong Kong/1073199 (H9N2) (Tabla 1). Las copias de ADNc de estos genes se clonaron inicialmente en el vector
de subclonacion bacteriano, pCR2.1TOPO. A partir de los tres plasmidos basados en pCR2.1TOPO resultantes, se
insertaron los genes HA, NA y M1 cadena abajo de los promotores de la poliedrina AcMNPV en el vector de transferencia
baculovirus, pFastBac1 (InVitrogen), dando lugar a tres plasmidos basados en pFastBac1: pHA, pNA y pMI que expresan
estos genes del virus de la gripe, respectivamente. A continuaciéon, se construyd un unico plasmido basado en
pFastBac1, pHAM, que codifica los genes tanto HA como M1, cada uno de ellos cadena abajo de un promotor diferente
de la poliedrina (Figura 4). Se determind la secuencia de nucleotidos del gen NA con las regiones 5’ y 3’ adyacentes en el
plasmido pNA (SEC ID N° 1) (Figura 1). Al mismo tiempo, también se determinaron las secuencias de nucleétidos de los
genes HA y M1 con las regiones adyacentes utilizando el plasmido pHAM (SEC ID N° 2 y 3) (Figuras 2 y 3).

[0043] Por ultimo, se cloné un fragmento de ADN de restriccion del plasmido pHAM que codificaba los casetes de
expresion tanto de HA como de M1 en el plasmido pNA. Esto dio lugar al plasmido pNAHAM que codifica los genes HA,
NA y M1 del virus de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (Figura 4).

[0044] Se usé el plasmido pNAHAM para construir un baculovirus recombinante que contuviera los genes NA, HA y M1
del virus de la gripe integrados en el genoma, cada uno corriente abajo de un promotor diferente de la poliedrina del
baculovirus. La infeccién de células de insecto Sf-9S permisivas con los baculovirus recombinantes resultantes dio lugar a
la co-expresion de estos tres genes del virus de la gripe en cada célula Sf-9S infectada con dichos baculovirus
recombinantes.

Resultados

[0045] Los productos de expresion en células Sf-9S infectadas se caracterizaron 72 horas postinfeccion (p.i.) mediante
analisis SDS-PAGE, tincién de proteinas con azul Coomassie y anadlisis de transferencia de Western utilizando
anticuerpos especificos anti-HA y anti-M1 (Figura 5). El analisis de inmunotransferencia de Western se llevé a cabo
utilizando anticuerpos de conejo anti-virus de la gripe tipo A/Hong Kong/1073/99 (HON2) (CDC, Atlanta, Georgia, Estados
Unidos) o anticuerpos monoclonales de ratén anti-proteina M1 del virus de la gripe (Serotec, Reino Unido). Las proteinas
HA, NA y M1 de los pesos moleculares esperados (64 kd, 60 kd y 31 kd, respectivamente) se detectaron mediante
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analisis de inmunotransferencia de Western. En comparacion con la cantidad de proteina HA detectada en este ensayo,
la proteina NA mostraba una menor reactividad con el suero de conejo frente al virus de la gripe A/Hong Kong/1073/99
(H9N2). Las posibles explicaciones para la cantidad de proteina NA detectable incluian unos menores niveles de
expresion de la proteina NA de células Sf-9S infectadas con el baculovirus recombinante en comparacion con la proteina
HA, una menor reactividad de la NA con este suero en condiciones desnaturalizantes en el ensayo de
inmunotransferencia de Western (debido a la eliminacion de epitopos de la NA importantes durante la electroforesis en
gel responsables de la unién a la membrana), menor avidez del anticuerpo anti-NA en comparacion con el anticuerpo
anti-HA o una menor abundancia de anticuerpos anti-NA en el suero.

[0046] EI medio de cultivo de las células Sf-9S infectadas con baculovirus recombinantes que expresan las proteinas HA,
NA y M1 del virus A/Hong Kong/ 1073/99 (H9N2) también se analizé para detectar la presencia de proteinas del virus de
la gripe. Los sobrenadantes clarificados del cultivo se sometieron a ultracentrifugacion a 27.000 rpm con el fin de
concentrar los complejos de proteinas de alto peso molecular del virus de la gripe, tales como las particulas subvirales,
VLP, complejos de VLP y, posiblemente, otras particulas autoensambladas constituidas por las proteinas HA, NA y M1
del virus de la gripe. Los productos proteicos sedimentados se suspendieron de nuevo en solucién salina con tampodn
fosfato (PBS, pH 7,2) y se purificaron de nuevo mediante ultracentrifugacién en gradientes discontinuos de sacarosa al
20-60%. Se recogieron fracciones de los gradientes de sacarosa y se analizaron mediante analisis SDS-PAGE, analisis
de inmunotransferencia de Western y microscopia electrénica.

[0047] Las proteinas HA y M1 del virus de la gripe de los pesos moleculares esperados se detectaron en multiples
fracciones de gradiente de densidad de sacarosa mediante tinciéon con azul de Coomassie y analisis de
inmunotransferencia de Western (Figura 6). Esto sugeria que las proteinas del virus de la gripe procedentes de células
Sf-9S infectadas se agregaban en complejos de alto peso molecular, tales como capsémeros, particulas subvirales, VLP
ylo complejos de VLP. Las proteinas NA, aunque no se detectaban sistematicamente mediante tincion con azul de
Coomassie y analisis de inmunotransferencia de Western, posiblemente debido a la incapacidad del suero de conejo
antigripal de reconocer la proteina NA desnaturalizada en el ensayo de inmunotransferencia de Western, se detectaban
sistematicamente en el ensayo de actividad enzimatica de la neuraminidasa (Figura 10).

[0048] La presencia de las VLP de alto peso molecular se confirmé mediante cromatografia de filtracion en gel. Se cargd
una alicuota de las fracciones de gradiente de densidad de sacarosa que contenia proteinas del virus de la gripe en una
columna de Sepharose CL-4B para fraccionamiento en funcion de la masa. La columna se calibré con Azul dextrano
2000, Amarillo dextrano y vitamina B12 (Amersham Pharmacia) con pesos moleculares aparentes de 2.000.000, 20.000 y
1.357 dalton, respectivamente, y se determind el volumen hueco de la columna. Como se esperaba, las proteinas del
virus de la gripe de alto peso molecular migraron hacia el volumen hueco de la columna, el cual era caracteristico de las
proteinas macromoleculares, tales como las particulas virales. Las fracciones se analizaron mediante analisis de
inmunotransferencia de Western para detectar las proteinas del virus de la gripe y del baculovirus. Por ejemplo, las
proteinas M1 se detectaron en las fracciones del volumen hueco, las cuales también contenian proteinas de baculovirus
(Figura 7).

[0049] La morfologia de las VLP y de las proteinas del virus de la gripe de las fracciones de gradiente de sacarosa se
elucidé mediante microscopia electronica. Para la microscopia electrénica con tincidn negativa, las proteinas del virus de
la gripe de las dos fracciones de gradiente de densidad de sacarosa se fijaron en glutaraldehido al 2% en PBS, pH 7,2. El
examen mediante microscopia electronica de muestras tefiidas negativamente reveld la presencia de complejos
proteicos macromoleculares o VLP en ambas fracciones. Estas VLP presentaban diferentes tamafos, incluidos
diametros de aproximadamente 60 y 80 nm, y morfologias (esferas). También se detectaron complejos mas grandes de
ambos tipos de particulas, asi como particulas en forma de bastoncillo (Figura 8). Todas las estructuras
macromoleculares observadas tenian espiculas (pepldmeros) en sus superficies, las cuales son caracteristicas de los
virus de la gripe. Dado que el tamafio y el aspecto de las particulas de 80 nm eran similares al de las particulas del virus
de la gripe de tipo silvestre, estas estructuras probablemente representaban VLP que tenian distintas similitudes a los
viriones de la gripe de tipo silvestre, incluida la geometria, arquitectura, numero de triangulacién, simetria de la particula y
otras caracteristicas similares. Las particulas mas pequenas de aproximadamente 60 nm pueden representar particulas
subvirales que difieren de las VLP tanto morfolégicamente como estructuralmente. También se ha observado un
fendmeno similar de proteinas macromoleculares recombinantes de diferentes tamafios y morfologias en otros virus. Por
ejemplo, el antigeno del nucleo (HBcAg) recombinante del virus de la hepatitis B forma particulas de diferentes tamafios,
que tienen diferente arquitectura y nimero de triangulacién T=4 y T=3, respectivamente (Crowther et al., 1994).

[0050] Para caracterizar las propiedades funcionales de las VLP del virus de la gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2)
purificadas, se analizaron las muestras mediante un ensayo de hemaglutinaciéon (Figura 9) y un ensayo de actividad
enzimatica de la neuraminidasa (Figura 10). Para el ensayo de hemaglutinacion, se mezclaron diluciones 1/2 de VLP de
la gripe purificadas con eritrocitos de cobaya 0,6% y se incubaron a 4°C durante 1 h o 16 h. Se inspecciond visualmente
el grado de hemaglutinacion y se determind y registré la dilucion mas alta de proteinas recombinantes del virus de la
gripe capaces de aglutinar eritrocitos (Figura 9). De nuevo, muchas de las fracciones del gradiente de densidad de
sacarosa presentaban actividad de hemaglutinacién, lo que sugiere que habia presentes mdultiples formas
macromoleculares y monomeéricas de las proteinas del virus de la gripe. El titulo mas alto detectado fue 1:4000. En un
experimento de control, el virus de la gripe A/Shangdong de tipo silvestre mostré un titulo de 1:2000. El ensayo de
hemaglutinacién revelé que las VLP recombinantes constituidas por las proteinas HA, NA y M1 del virus de la gripe
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A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) eran funcionalmente activas. Esto sugeria que el ensamblaje, conformacion y plegado de
las proteinas subunidad HA de las VLP eran similares o idénticos a los del virus de la gripe de tipo silvestre.

[0051] Adicionalmente, se llevé a cabo un ensayo de actividad enzimatica de la neuraminidasa en las muestras de VLP
HIN2 purificadas. La cantidad de actividad neuraminidasa en las fracciones de gradiente de densidad de sacarosa se
determind utilizando fetuina como sustrato. En el ensayo de actividad enzimatica de la neuraminidasa, la neuraminidasa
escindio el acido sialico de las moléculas del sustrato liberando acido sidlico que se podia medir. Se afiadié reactivo de
arsenita para detener la actividad enzimatica. La cantidad de acido sidlico liberado se determind quimicamente con acido
tiobarbiturico que produce un color rosa que era proporcional a la cantidad de acido sialico libre. La cantidad de color
(cromoforo) se midié espectrofotométricamente a una longitud de onda de 549 nm. Utilizando este método, se determiné
la actividad neuraminidasa en fracciones de gradiente de sacarosa que contenian VLP de la gripe (Figura 10). Tal y como
se esperaba, la actividad se observo en varias fracciones, siendo maxima en dos fracciones. Como control positivo se
uso el virus de la gripe de tipo silvestre. El virus de la gripe de tipo silvestre presentaba actividad enzimatica
neuraminidasa comparable a la de las VLP de la gripe purificadas. Estas observaciones corroboraban los resultados de la
HA en cuanto a la conformacion de la proteina y sugerian que las VLP purificadas del virus de la gripe A/Hong
Kong/1073/99 (H9N2) eran funcionalmente similares al virus de la gripe de tipo silvestre.

[0052] Los resultados de los analisis y los ensayos anteriores indicaban que la expresién de las proteinas HA, NA y M1
del virus de la gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) era suficiente para el autoensamblaje y transporte de VLP funcionales
desde células de insecto infectadas con baculovirus. Dado que estas VLP de la gripe representaban proteinas
estructurales del virus de la gripe autoensambladas y mostraban propiedades funcionales y bioquimicas similares a las
del virus de la gripe de tipo silvestre, estas VLP de la gripe conservaban conformaciones estructurales importantes,
incluidos los epitopos de superficie necesarios para obtener vacunas antigripales eficaces.

EJEMPLO 2: Clonacion mediante RT-PCR de genes del virus de la gripe aviar A/lHong Kong/1073/99

[0053] Es un objeto de la presente invencion proporcionar secuencias sintéticas de acido nucleico capaces de dirigir la
producciéon de proteinas recombinantes del virus de la gripe. Dichas secuencias sintéticas de acido nucleico se
obtuvieron mediante los métodos de transcripcion inversa y reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando ARN
gendémico natural del virus de la gripe aislado del virus. Para los fines de esta solicitud, secuencia de acido nucleico se
refiere a ARN, ADN y ADNc o cualquier variante sintética de los mismos que codifican para la proteina.

[0054] El virus de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (HON2) fue proporcionado por el Dr. K. Subbarao (Centros para el
Control de Enfermedades, Atlanta, GA, EE.UU.). EI ARN gendmico viral se aisl6 mediante el método de extraccion acida
fenolica de ARN en unas condiciones de confinamiento de Nivel de Bioseguridad 3 (BSL 3) en el CDC utilizando reactivo
Trizol LS (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Las moléculas de ADNc de los ARN virales se obtuvieron mediante
transcripcion inversa utilizando transcriptasa inversa MuLV (InVitrogen) y PCR utilizando cebadores de oligonucleétidos
especificos de las proteinas HA, NA y M1 y ADN polimerasa Taq | (InVitrogen) (Tabla 1). Los fragmentos de PCR se
clonaron en el vector de subclonacién bacteriano, pCR2.1TOPO (InVitrogen), entre los sitios Eco RI, dando como
resultado tres plasmidos recombinantes que contenian los clones de ADNc de HA, NA y M1.

EJEMPLO 3: Clonacién mediante RT-PCR de genes del virus de la gripe humana A/Sydney/5/94 (H3N2)

[0055] El virus de la gripe A/Sydney/5/94 (H3N2) se obtuvo del Dr. M. Massare (Novavax, Inc., Rockville, MD). EI ARN
gendmico viral se aislé mediante el método de extraccion fendlica de ARN en unas condiciones de confinamiento de
BSL2 en Novavayx, Inc. utilizando reactivo Trizol LS (Invitrogen). Las moléculas de ADNc de los ARN virales se obtuvieron
mediante transcripcion inversa y PCR utilizando cebadores oligonucleotidicos especificos de las proteinas HA, NA, M1,
M2 y NP (Tabla 2). Los fragmentos de PCR se clonaron en el vector de subclonacién bacteriano, pCR2.1TOPO, entre los
sitios Eco RI, dando como resultado cinco plasmidos recombinantes que contenian los clones de ADNc de HA, NA, M1,
M2y NP.

EJEMPLO 4: Clonacion de los ADNc del virus de la gripe aviar A/lHong Kong/1073/99 en vectores de transferencia
baculovirus

[0056] A partir de los plasmidos basados en pCR2.1TOPO, se subclonaron los genes HA, NA o M1 en el vector de
transferencia baculovirus pFastBac1 (InVitrogen) en el locus de la poliedrina y en sitios att Tn7 y cadena abajo del
promotor de la poliedrina del baculovirus y cadena arriba de la secuencia de la sefal de poliadenilacion. Los genes virales
se ligaron con la ADN ligasa T4. Para el gen HA, se insert6é un fragmento de ADN de pCR2.1TOPO-HA obtenido con Bam
HI-Kpn | en el ADN del plasmido pFastBac1 digerido como Bam HI-Kpn |. Para el gen NA, se inserté un fragmento de
ADN de pCR2.1TOPO-NA obtenido con Eco Rl en el ADN del plasmido pFastBac1 digerido por Eco RI. Para el gen M1,
se insert6 un fragmento de ADN de pCR2.1TOPO-M1 obtenido con Eco RI en el ADN del plasmido pFastBac1 digerido
con Eco RI. Se transformaron bacterias E. coli DH5a (InVitrogen) competentes con estas reacciones de ligacion de ADN,
se obtuvieron colonias transformadas y se aislaron clones bacterianos. Los plasmidos basados en pFastBac1 resultantes,
pFastBac1-HA, pFastBac1-NA y pFastBac1-M1 se caracterizaron mediante cartografia con enzimas de restriccion en
geles de agarosa (Figura 4A). Las secuencias de nucledtidos mostradas en las Figuras 1-3 de los genes clonados se
determinaron mediante secuenciaciéon automatizada de ADN. El analisis de la secuencia de ADN mostr6é que los genes
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HA, NA y M1 del virus de la gripe clonados eran idénticos a las secuencias de nucleétidos de estos genes publicadas
anteriormente [genes NA, HA y M1 del virus de la gripe A/Hong Kong/ 1073/99 (HIN2) (nUmeros de acceso de GenBank
AJ404629, AJ404626 y AJ278646, respectivamente)].

EJEMPLO 5: Clonacion de ADNc del virus de la gripe humana A/Sydney/5/94 en vectores de transferencia
baculovirus

[0057] A partir de los plasmidos basados en pCR2.1TOPO, se subclonaron los genes HA, NA, M1, M2 y NP en el vector
de transferencia baculovirus pFastBac1 en el locus de la poliedrina y en sitios att Tn7 y cadena abajo del promotor de la
poliedrina del baculovirus y cadena arriba de la secuencia de la sefial de poliadenilacién. Los genes virales se ligaron con
la ADN ligasa T4. Para el gen HA, se insert6 un fragmento de ADN de pCR2.1TOPO-hHA3 obtenido con Bam HI-Kpn | en
el ADN del plasmido pFastBac1 digerido como Bam HI-Kpn 1. Para el gen NA, se inserté un fragmento de ADN de
pCR2.1TOPO-hNA obtenido con Eco RI en el ADN del plasmido pFastBac1 digerido por Eco RI. Para el gen M1, se
insertd un fragmento de ADN de pCR2.1TOPO-hM1 obtenido con Eco Rl en el ADN del plasmido pFastBac1 digerido con
Eco RI. Para el gen M2, se insert6 un fragmento de ADN de pCR2.1TOPO-hM2 obtenido con Eco RI en el ADN del
plasmido pFastBac1 digerido con Eco RI. Para el gen NP, se inserté un fragmento de pCR2.1TOPO-hNP obtenido con
Eco Rl en el ADN del plasmido pFastBac1 digerido por Eco RI. Se transformaron bacterias E. coli DH5a competentes con
estas reacciones de ligacion de ADN, se obtuvieron colonias transformadas y se aislaron clones bacterianos. Los
plasmidos basados en pFastBac1 resultantes, pFastBac1-hHA3, pFastBac1-hNA pFastBac1-hM1, pFASTBAC1-hM2 y
pFASTBAC1-hNP se caracterizaron mediante cartografia con enzimas de restriccion en geles de agarosa. Las secuencias
de nucledtidos de los genes clonados se determinaron mediante secuenciaciéon automatizada de ADN. El andlisis de la
secuencia de ADN mostré que los genes HA, NA, M1, M2 y NP del virus de la gripe clonados eran idénticos a las
secuencias nucleotidicas de estos genes publicadas anteriormente.

EJEMPLO 6: Construccion de vectores de transferencia baculovirus multigénicos que codifican para multiples
genes del virus de la gripe aviar A/lHong Kong/1073/99

[0058] Con el fin de construir vectores de transferencia bacmid basados en pFastBac1 que expresen multiples genes del
virus de la gripe A/Hong Kong/ 1073/99 (H9N2), se clond inicialmente un fragmento de ADN, obtenido con Sna Bl-Hpa |,
del plasmido pFastBac1-M1 que contenia el gen M1 en el sitio Hpa | de pFastBac1-HA. Esto dio como resultado un
plasmido pFastBac1-HAM que codificaba para los genes HA y M1 en casetes de expresion independientes y que se
expresaba bajo el control de distintos promotores de la poliedrina.

[0059] Por ultimo, se transfirié un segmento de ADN, obtenido con Sna BI-Avr Il, del pFastBac1-HAM que contenia los
casetes de expresion de HA y M1 en ADN del plasmido pFastBacl-NA digerido con Hpa I|-Avr Il. Esto dio lugar al
plasmido pFastBac1-NAHAM que codificaba para tres casetes de expresion independientes para expresion de los genes
HA, NA y M1 del virus de la gripe y que se expresaba bajo el control de distintos promotores de la poliedrina (Figura 4B).

[0060] En otro ejemplo, el gen H3 de pFASTBAC1-hHA3 (véase el Ejemplo 5) se cloné en pFASTBAC1-NAHAM como
un cuarto gen del virus de la gripe para la expresion y produccion de VLP heterotipicas de la gripe.

EJEMPLO 7: Generaciéon de baculovirus recombinantes multigénicos que codifican para los genes NA, HA y M1
del virus de la gripe aviar A/lHong Kong/1073/99 en células de insecto

[0061] Se usé el vector de transferencia bacmid multigénico resultante pFastBac1-NAHAM para generar un baculovirus
recombinante multigénico que codifica para los genes HA, NA y M1 del virus de la gripe aviar A/lHong Kong/1073/99
(HON2) para su expresion en células de insecto. Los ADN bacmid recombinantes se produjeron mediante recombinacion
especifica del sitio en las secuencias de ADN de la poliedrina y att Tn7 entre el ADN pFastBac1-NAHAM y el genoma del
baculovirus AcMNPC albergado en células de E. coli DH10BAC competentes (InVitrogen) (Figura 4B). El ADN bacmid
recombinante se aislé mediante el método de extraccion de ADN plasmidico miniprep y se transfectd en células Sf-9s
utilizando el lipido catidonico CELLFECTIN (InVitrogen). Tras la transfeccion, se aislaron baculovirus recombinantes, se
purifico la placa y se amplificé en células de insecto Sf-9S. Las reservas de virus se prepararon en células de insecto
Sf-9S y se caracterizaron para la expresién de los productos génicos HA, NA y M1 del virus de la gripe aviar. El
baculovirus recombinante resultante se designé bNAHAM-HON2.

EJEMPLO 8: Expresion de las proteinas del virus de la gripe aviar Thong Kong/1073/99recombinantes en células
de insecto

[0062] Las células de insecto Sf-9S mantenidas como cultivos en suspension en matraces agitadores a 28°C en medio
sin suero (HyQ SFM, HyClone, Ogden, UT) se infectaron a razon de una densidad celular de 2 x 10° células/ml con el
baculovirus recombinante, bNAHAM-HIN2 y a una multiplicidad de infeccion de infeccion (MOI) de 3 ufc/célula. Se
procedié a un periodo de infeccidn virica de 72 horas para permitir la expresion de las proteinas del virus de la gripe. La
expresion de las proteinas HA y M1 del virus de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) en células de insecto
infectadas se confirmé mediante analisis SDS-PAGE e inmunotransferencia de Western. El analisis SDS-PAGE se llevé
a cabo en geles NUPAGE de gradiente lineal 4-12% (Invitrogen) en condiciones reductoras y desnaturalizantes. Los
anticuerpos primarios del andlisis de inmunotransferencia de Western eran un antisuero policlonal de conejo producido
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frente al virus de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) obtenido del CDC y antisuero monoclonal murino frente a la
proteina M1 de la gripe (Serotec, RU). Los anticuerpos secundarios para el analisis de inmunotransferencia de Western
fueron antisuero IgG de cabra conjugado con fosfatasa alcalina producido contra IgG de conejo o ratén (H+L) (Kirkegaard
and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD, EE.UU.). Los resultados de estos analisis (Figura 5) indicaban que las
proteinas HA y M1 se expresaban en las células de insecto infectadas con baculovirus.

EJEMPLO 9: Purificacién de particulas similares al virus de la gripe aviar HON2 recombinantes y complejos de
proteinas macromoleculares

[0063] Se cosecharon mediante centrifugacion a baja velocidad los sobrenadantes del cultivo (200 ml) de células de
insecto Sf-9S infectadas con el baculovirus recombinante bNAHAM-HIN2 que expresaba los productos génicos HA, NA 'y
M1 del virus de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (HONZ2). Los sobrenadantes del cultivo se clarificaron por
centrifugacion en una centrifuga de alta velocidad Sorval RC-5B durante 1 h a 10.000 x g y 4°C utilizando un rotor GS-3.
Se aislaron virus y VLP de los sobrenadantes del cultivo clarificados mediante centrifugacion en una ultracentrifuga Sorval
OTD-65 durante 3 h a 27.000 rpm y 4° utilizando un rotor con cubeta oscilante Sorval TH-641. El sedimento viral se volvid
a suspender en 1 ml de PBS (pH 7,2), se cargd en un gradiente discontinuo de sacarosa 20-60% (p/v) y se resolvio
mediante centrifugacion en una centrifuga de alta velocidad Sorval OTD-65 durante 16 h a 27.000 rpm y 4°C usando un
rotor Sorval TH-641. Se recogieron fracciones (0,5 ml) de la parte superior del gradiente de sacarosa.

[0064] Las proteinas de la gripe de las fracciones del gradiente de sacarosa se analizaron mediante analisis SDS-PAGE
e inmunotransferencia de Western como se ha descrito en el Ejemplo 6. Las proteinas HA y M1 se detectaron en las
mismas fracciones del gradiente de sacarosa (Figura 6) que las mostradas mediante analisis de transferencia de Western
y sugerian que las proteinas HA y M1 estaban asociadas como complejos proteicos macromoleculares. También se
detectaron proteinas HA y M1 en fracciones por todo el gradiente de sacarosa, lo que sugiere que estas proteinas virales
recombinantes estaban asociadas a complejos proteicos macromoleculares de diferentes densidades y composiciones.

EJEMPLO 10: Analisis de VLP y proteinas del virus de la gripe aviar HOIN2 recombinantes mediante
cromatografia de filtracion en gel

[0065] Las macromoléculas proteicas, tales como las VLP vy las proteinas monoméricas migran de forma diferente en
columnas cromatograficas de filtracion en gel o de exclusion molecular en funcion de su masa y forma. Para determinar si
las proteinas de la gripe recombinantes de las fracciones del gradiente de sacarosa eran proteinas monoméricas o
complejos proteicos macromoleculares, tales como VLP, se prepard una columna de cromatografia (7 mm x 140 mm) con
un volumen de lecho de resina de 14 ml de Sepharose CL-4B (Amersham). La columna de exclusion molecular se
equilibré con PBS y se calibré con Azul Dextrano 2000, Amarillo Dextrano y Vitamina B12 (Amersham Pharmacia) con
pesos moleculares aparentes de 2.000.000; 20.000 y 1.357, respectivamente, para determinar el volumen hueco de la
columna. El Azul Dextrano 2000 eluyé de la columna en el volumen hueco (fraccion de 6 ml). Tal y como se esperaba, los
complejos de proteina del virus de la gripe recombinante también eluian de la columna en el volumen hueco (fraccion de
6 ml). Este resultado era caracteristico de un complejo proteico de alto peso molecular, tal como VLP. Las proteinas
virales de las fracciones de la columna se detectaron mediante analisis de inmunotransferencia de Western como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 6. Las proteinas M1 se detectaron en las fracciones del volumen muerto (Figura 7).
Tal y como se esperaba, las proteinas del baculovirus también se detectaban en el volumen hueco.

EJEMPLO 11: Microscopia electronica de las VLP de la gripe recombinantes

[0066] Para determinar si los complejos proteicos macromoleculares aislados en gradientes de sacarosa y que contienen
proteinas del virus de la gripe recombinantes tenian morfologias similares a los viriones de la gripe, se realizé un examen
de microscopia electronica de muestras tefiidas negativamente. Los complejos proteicos recombinantes del virus de la
gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) se concentraron y se purificaron de los sobrenadantes de los cultivos mediante
ultracentrifugacion en gradientes discontinuos de sacarosa como se ha descrito en el Ejemplo 7. Se trataron alicuotas de
las fracciones del gradiente de sacarosa con glutaraldehido 2% en PBS, pH 7,2, se absorbieron en rejillas recubiertas
con plastico/carbono recién preparadas y se lavaron con agua destilada. Las muestras se tifieron con fosfotungstato
sadico al 2%, pH 6,5 y se observaron utilizando un microscopio electrénico de transmisién (Philips). Las fotografias de
microscopia electronica de las muestras tefiidas negativamente de los complejos proteicos del virus de la gripe aviar
HIN2 recombinantes de dos fracciones de gradiente de sacarosa mostraron particulas esféricas y en forma de
bastoncillo (Figura 8). Las particulas tenian diferentes tamafios (60 y 80 nm) y morfologias. También se detectaron
complejos mas grandes de ambos tipos de particulas, asi como particulas con forma de bastoncillo (Figura 8). Todas las
estructuras del complejo proteico observadas mostraban proyecciones superficiales a modo de espiculas parecidas a los
peplémeros HA y NA del virus de la gripe. Dado que el tamafo y aspecto de las particulas de 80 nm era similar al de las
particulas del virus de la gripe de tipo silvestre, estas estructuras probablemente representaban VLP de virus de la gripe
envuelto. Las particulas mas pequefas de aproximadamente 60 nm probablemente representaban particulas subvirales
que se diferenciaban de las VLP anteriores tanto morfolégicamente como estructuralmente.

EJEMPLO 12: Analisis de las caracteristicas funcionales de las proteinas de la gripe mediante ensayo de
hemaglutinacion
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[0067] Para determinar si las VLP vy las proteinas de la gripe purificadas poseian actividades funcionales, tales como
actividad de hemaglutinacién y neuraminidasa, que son caracteristicas del virus de la gripe, las VLP y las proteinas de la
gripe purificadas se analizaron en ensayos de hemaglutinacion y neuraminidasa.

[0068] Para el ensayo de hemaglutinacion, se prepard una serie de diluciones 1/2 de las fracciones del gradiente de
sacarosa que contenian las VLP de la gripe o control positivo del virus de tipo silvestre de la gripe de tipo A. A
continuacion se mezclaron con eritrocitos de cobaya 0,6% en PBS (pH 7,2) y se incubaron a 4°C durante 1 a 16 h. Como
control negativo se us6 PBS. El grado de hemaglutinacion se determiné visualmente y se determiné la dilucion mas alta
de fraccion capaz de aglutinar los eritrocitos de cobaya (Figura 9). El titulo de hemaglutinacion mas alto observado para
las VLP y proteinas de la gripe purificadas fue 1:4000, titulo que era mas alto que el observado con el control de la gripe
de tipo silvestre que era 1:2000.

EJEMPLO 13: Anadlisis de las caracteristicas funcionales de las proteinas de la gripe mediante el ensayo de
neuraminidasa

[0069] La cantidad de actividad neuraminidasa en las fracciones de gradiente de sacarosa que contenian VLP de la gripe
se determind mediante el ensayo de la neuraminidasa. En este ensayo, la NA (una enzima) actuaba sobre el sustrato
(fetuina) y liberaba acido sialico. Se afadid reactivo arsenita para detener la actividad enzimatica. La cantidad de acido
sialico liberado se determiné quimicamente con el acido tiobarbiturico que producia un color rosa en proporcién al acido
sialico libre. La cantidad de color (croméforo) se midié en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 594 nm. Los
datos, como se muestran en la Figura 8, mostraban que las fracciones de gradientes de sacarosa que contenian VLP
producian una cantidad significativa de acido sidlico y que estas fracciones correspondian a las fracciones que
presentaban actividad de hemaglutinacion.

EJEMPLO 13: Inmunizacién de ratones BALB/c con VLP de la gripe HIN2 recombinantes homotipicas

[0070] La inmunogenicidad de las VLP de la gripe recombinantes se determiné mediante inmunizacion de los ratones
seguido de analisis de transferencia de Western de los sueros inmunes. Las VLP recombinantes (1 pg/inyeccion) que
contenian proteinas HA, NA y M1 virales del virus de la gripe aviar de tipo A/Hong Kong/1073/99 y purificadas en
gradientes de sacarosa se inocularon por via subcutanea en la regién deltoide de diez (10) ratones BALB/c hembra el dia
0 y el dia 28 (Figura 11). Se administré de forma similar PBS (pH 7,2) como control negativo a cinco (5) ratones. Se
extrajo sangre de la cavidad supraorbital el dia-1 (antes de la extraccion), dia 27 (extracciéon primaria) y el dia 54
(extraccion secundaria). Se recogieron sueros de las muestras de sangre tras coagulacion y centrifugacion durante la
noche.

[0071] Para el analisis de transferencia de Western, se desnaturalizaron (95°C, 5 minutos) 200 ng de virus de la gripe
aviar de tipo A HIN2 inactivado o de virus de la gripe aviar de tipo A HON2 adaptados al frio, asi como patrones de
proteina tefidos previamente con See Blue Plus 2 (InVitrogen) y se sometieron a electroforesis en condiciones
reductoras (B-mercaptoetanol 10 mM) en geles NUPAGE de gradiente de poliacrilamida 4-12% (InVitrogen) en tampén
MES a 172 voltios hasta que desaparecia el colorante marcador azul de bromofenol. Para los geles de proteinas, las
proteinas sometidas a electroforesis se visualizaron mediante tincién con reactivo Azul de Coomassie Coloidal
(InVitrogen). Las proteinas se transfirieron del gel a las membranas de nitrocelulosa en metanol mediante el procedimiento
de transferencia de Western convencional. Los sueros de ratones inmunizados con VLP y de conejos inmunizados con el
virus de la gripe aviar HON2 inactivado (sueros control positivo) se diluyeron 1:25 y 1:200, respectivamente, en solucion
PBS (pH 7,2) y se usaron como anticuerpo primario. Las membranas unidas a las proteinas, que se bloquearon con
caseina 5%, se hicieron reaccionar con antisueros primarios durante 60 minutos a temperatura ambiente con agitacion
constante. Tras el lavado de las membranas con los anticuerpos primarios con solucién salina de tampoén fosfato que
contiene Tween 20, los antisueros secundarios [conjugado IgG de cabra anti-murino — fosfatasa alcalina (1:10.000) o
conjugado de IgG de cabra anti-conejo — fosfatasa alcalina (1:10.000)] se hicieron reaccionar durante 60 minutos con la
membrana. Tras el lavado de las membranas con los anticuerpos secundarios con solucion salina con tampén fosfato que
contenia Tween 20, las proteinas de unién a anticuerpos de las membranas se visualizaron mediante el desarrollo con
sustrato cromogénico, tal como NBT/BCIP (InVitrogen).

[0072] Los resultados del analisis de transferencia de Western (Figura 12) fueron que las proteinas con pesos
moleculares similares a los de las proteinas HA y M1 virales (75 y 30 kd, respectivamente) se unieron a los sueros control
positivos (Figura 12B) y los sueros de ratones inmunizados con las VLP de la gripe HON2 recombinantes (Figura 12A).
Estos resultados indicaban que las VLP de la gripe HON2 recombinantes eran inmunogénicas en ratones mediante esta
via de administracion.

[0073] Referencias hechas:

Berglund, P., Fleeton, M. N., Smerdou, C., y Liljestrom, P. (1999). Immunization with recombinant Semliki Forest virus
induces protection against influenza challenge in mice. Vaccine 17, 497-507.

Cox, J. C., y Coulter, A. R. (1997). Adjuvants - a classification and review of their modes of action. Vaccine 15,
248-256.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2380021 T3

Crawford, J., Wilkinson, B., Vosnesensky, A., Smith, G., Garcia, M., Stone, H., y Perdue, M.L. (1999).
Baculovirus-derived hemagglutinin vaccines protect against lethal influenza infections by avian H5 and H7 subtypes.
Vaccine 17, 2265-2274.

Crowther RA, Kiselev NA, Bottcher B, Berriman JA, Borisova GP, Ose V, Pumpens P. (1994). Three-dimensional
structure of hepatitis B virus core particles determined by electron cryomicroscopy. Cell 17, 943-50.

Gomez-Puertas, P., Mena, |., Castillo, M., Vivo, A., Perez-Pastrana, E., y Portela, A. (1999). Efficient formation of
influenza virus-like particles: dependence on the expression levels of viral proteins. J. Gen. Virol. 80, 1635-1645.

Johansson, B. E. (1999). Immunization with influenza A virus hemagglutinin and neuraminidase produced in
re-combinant baculovirus results in a balanced and broadened immune response superior to conventional vaccine.
Vaccine 17, 2073-2080.

Lakey, D.L., Treanor, J.J., Betts, B.F., Smith, G.E., Thompson, J., Sannella, E., Reed, G., Wilkinson, B.E., y Wright,
P.E. (1996) Recombinant baculovirus influenza A hemagglutinin vaccines are well tolerated and immunogenic in
healthy adults. J. Infect. Dis. 174, 838-841.

Latham, T., y Galarza, J. M. (2001). Formation of wild-type and chimeric influenza virus-like particles following
simultaneous expression of only four structural proteins. J. Virol. 75, 6154-6165.

Mena, I, Vivo, A., Perez, E., y Portela, A (1996). Rescue of a synthetic chloramphenicol acetyltransferase RNA into
influenza-like particles obtained from recombinant plasmids. J. Virol. 70, 5016-5024.

Murphy, B. R., y Webster, R. G. (1996). Orthomyxoviruses. In "Virology" (D. M. K. B. N. Fields, P. M. Howley, Eds.)
Vol. 1, pp. 1397-1445. Lippincott-Raven, Philadelphia.

Neumann, G., Watanabe, T., y Kawaoka, Y. (2000). Plasmid-driven formation of influenza virus-like particles. J. Virol.
74, 547-551.

Olsen, C. W., McGregor, M. W., Dybdahl-Sissoko, N., Schram, B. R., Nelson, K. M., Lunn, D. P., Macklin, M. D., y
Swain, W. F. (1997). Immunogenicity and efficacy of baculovirus-expressed and DNA-based equine influenza virus
hemagglutinin vaccines in mice. Vaccine 15, 1149-1156.

Peiris, J. S., Guan, Y., Markwell, D., Ghose, P., Webster, R. G., y Shortridge, K. F. (2001). Cocirculation of avian HON2
and contemporary "human" H3N2 influenza A viruses in pigs in southwestern China: potential for genetic
reassortment? J. Virol. 75, 9679-9686.

Pumpens, P., y Grens, E. (2003). Artificial genes for chimeric virus-like particles. In: "Artificial DNA" (Khudyakov, Y. E,
y Fields, H. A., Eds.) pp. 249-327. CRC Press, Nueva York.

Pushko, P., Parker, M., Ludwig, G. V., Davis, N. L., Johnston, R.E., y Smith, J.F. (1997). Replicon-helper systems from
attenuated Venezuelan equine encephalitis virus: expression of heterologous genes in vitro and immunization against
heterologous pathogens in vivo. Virology 239, 389-401.

Slepushkin, V. A, Katz, J. M., Black, R. A., Gamble, W. C., Rota, P. A., y Cox, N. J. (1995). Protection of mice against
influenza A virus challenged by vaccination with baculovirus-expressed M2 protein. Vaccine 13, 1399-1402.

Treanor, J. J., Betts, R. F., Smith, G. E., Anderson, E. L., Hackett, C. S., Wilkinson, B. E., Belshe, R. B., y Powers, D.
C. (1996). Evaluation of a recombinant hemagglutinin expressed in insect cells as an influenza vaccine in young and
elderly adults. J. Infect. Dis. 173, 1467-1470.

Tsuji, M., et al. (1998). Recombinant Sindbis viruses expressing a cytotoxic T-lymphocyte epitope of a malaria parasite
or of influenza virus elicit protection against the corresponding pathogen in mice. J. Virol. 72, 6907-6910.

Ulmer, J. B., et al. (1993). Heterologous protection against influenza by injection of DNA encoding a viral protein.
Science 259, 1745-1749.

Ulmer, J. B., et al. (1998). Protective CD4+ and CD8+ T cells against influenza virus induced by vaccination with
nucleoprotein DNA. J. Virol. 72, 5648-5653.

Watanabe, T., Watanabe, S., Neumann, G., y Kawaoka, Y. (2002) Immunogenicity and protective efficacy of
replication-incompetent influenza virus-like particles. J. Virol. 76, 767-773.

Zhou, X., et al. (1995). Generation of cytotoxic and humoral immune responses by non-replicative recombinant

13



ES 2380021 T3

Semliki Forest virus. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 3009-3013.

Otras realizaciones

[0074] Los expertos en la materia reconoceran, o podran determinar no utilizando nada mas que la experimentacion
rutinaria, muchos equivalentes de las realizaciones especificas de la invencion descritas en la presente memoria. Se
pretende que dichos equivalentes estén abarcados en la medida que se incluyan en las siguientes reivindicaciones:

TABLA 1
Fraccion N°* Titulo
1 <1:500
3 <1:500
5 1:500
7 1:1000
9 1:2000
11 1:2000
12 1:4000
14 1:500
16 < 1:500
PBS** < 1:500

A/Shangdong/9/93***  1:1000
* Fracciones del gradiente de
sacarosa 20-60%

** Control negativo
*** Control positivo
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<110> Novavax, Inc.

<120> PARTICULAS SIMILARES AL VIRUS (VLP) DE LA GRIPE FUNCIONALES

<130> 19065/2028

<150> US 10/617.569
<151>17-11-2003

<160> 3

<170> FastSEQ for Windows Versioén 4.0
<210> 1

<211> 1404

<212> ADN

<213> Aviar

<400> 1

atgaatccaa
tgtttactca
accaacccat
acagagatag
gaatacaaga
gacaactcaa
tcgtgeggtc
aaacactcaa
ttggotgttc
tgccatgatyg
gctagcatca
ctcagaactc
gatggaagtg
gtccacattg
cggtatccag
ctatatataa
ggcgacacac
gagagagagyg
ggacgaacaa
tggactacgg
tggtctgggt
tatgtggagt
atcatigtat
aatatcaatt

atcaaaagat
tgcagattgc
cgaacaatca
tgcatttgaa
attggtcaaa
ttaggettte
ttggtaaatg
atggcacaat
catttcattt
ggaaggcatg
tttatgatgg
aggagtcaga
catcaggaag
gtccactgte
aagttagatg
atgtggcaga
caagaaatga
gcccaggagt
tcaagaaaga
ctaattccaa
attctggtat
tgataagagg
titgtggaac
tcatgtctat

aatagcactt
catcttagca
agcagtgcca
taatactacc
accgcaatgt
tgcagycggg
ttaccaattt
acatgatagg
gggaaccaaa
gttacatgtt
gatgcttace
atgcgtttgce
ggctgatact
aggaagtgct
tgtttgcaga
ttatagtgtt
cgatagctcc
gaaagggtgg
ttcgegetct
gtcacaaata
attctcrgrt
gagaccacag
ttcaggtacc
ataa

<210> 2

<211> 1683
<212> ADN
<213> Aviar

<400> 2

16

ggctctgtrtt
acgactatga
tgtgaaccaa
atagagaagg
caaattacag
gatatttggg
gcacttgggc
agtccccata
caagtgtgca
tgtgtcactg
gacagtattg
atcaatggaa
aaaatactat
cagcatatgg
gacaattgga
gattctagtt
agcagcagta
gcctttgaca
ggttatgaga
aatagycaag
gaaggaaaaa
gagaccagag
tatggaacag

ctataactat
cactacattt
tcataataga
aaagttgtcc
ggttcgcece
tgacaagaga
agggaaccac
gaaccctttt
tagcatgatc
gggatgatag
gttcatggtc
cttgtacagt
tcattagaga
aggaatgctc
agggctccaa
atgtgtgcte
actgcaggga
atggaaatga
ctticagogt
tcatagttga
cctgcatcaa
tatggtggac
gctcatggec

tgcgacaata
caatgaatgt
aaggaacata
taaagtagca
tttctccaag
accttatgta
tttgaacaac
aatgaacgag
cagctcaagce
aaatgcgact
taagaacatc
agtaatgact
agggaaaatt
ctgttaccce
tagacccgtg
aggacttgtt
tcctaataac
tgtttggatg
cgttggtagt
cagtgataac
caggtgtttt
ttcaaatagc
cgatggagcg



atggaaacaa
atctgcatcg
aatgttcctg
gcaacaagec
ggcaaccctt
tcatcagcty
acacttttta
aatgtgactt
tggctgactc
ggaaagagca
aatttgtaca
ttcaaaccag
tattagtcag
gctccatggt
ttaaaaggtg
ttgccattec
aatagtctca
tttggagcca

tatcactaat
gccaccagtce
tgacacatgc
tgggacatcc
cttgtgacct
taaatggaac
gttccgctag
acactggaac
aaaagagcgg
ttcttttegt
taagaaacga
tgatagggcce
tactaaaacc
atggacacgt
gtaattgtgt
acaatatcag
aactggcagt
tagctggatt

ES 2380021 T3

aactatacta
aacaaactcc
caaagaattg
cctcattcta
gctgttggga
gtgttaccct
ttcctaccaa
aagcagagca
tttrtacect
gtggggcata
cacaacaaca
aaggcccctt
aggccaaaca
tctttcagga
agtgcaatgt
taaatatgca
cggtctgagg
catagaagga

ctagtagtaa
acagaaactg
ctccacacag
gacacatgca
ggaagagaat
gggaatgtag
agaatccaaa
tgttcaggtt
gttcaagacg
catcacccac
agcgtgacaa
gtcaatggtc
ttgcgagtac
gggagccatg
cagactgaaa
tttggaacct
aacgtgcctg
ggttggccag

cagcaagcaa
tggacacgct
agcataatgg
ctattgaagg
ggtcctacat
aaaacctaga
tcttcccaga
cattctacag
cccaatacac
ccacctatac
cagaagattt
tgcagggaag
gatccaatgg
gaagaatcct
aaggtggctt
gccccaaata
ctagatcaag
gactagtcyc

60

120
180
240
300
360
420

540
600
660
720
780
840
900
360
1020
1080

tgcagataaa
aacagaaacc
aatgctgtgt
actagtctat
cgtcgaaaga
ggaactcagg
cacaacctgg
gagtatgaga
aaataacagg
cgagcaaaca
gaataggacc
aattgattat
gaatctaatt
gaagactgat
aaacagtaca
tgtaagagtt
tagaggacta
tggctggtat

ggtttccage
aaggcaattg
tatgaaataa
aagattgatg
gaaaatcaaa
aagagggcac
aaatgtgatg
agagaggaat
acttacaaaa
tttgctgect
taa

5 <210> 3
<211> 759
<212> ADN
<213> Aviar

10 <400> 3

atgagtette
aaagccgaga
gctctcatgg
gggitigtgt
caaaatgccc
aagaagctga
actggtgcge
gaagtggctce
tcccacagge
ctagccagca
gaagccatgg
actcacecta
cagaaacgga

attcaaatga
ataaaataac
ttgatcatga
accaaataca
aaacactcga
tggactccaa
atcagtgcat
caagactaga
tectcaccat
tectgttctg

taaccgaggt
tcgegcagag
aatggctaaa
tcacgctcac
taaatgggaa
agagggaaat
ttgccagtrg
ttggcctagt
agatggcgac
ctacggctaa
aagtcgcaag
gttccagtgc
tgggagtgca

tcaaggggtt
atccaaggtg
attcagtgag
agacgtatgg
tgagcatgat
tgctatggaa
ggaaacaatt
aaggcagaaa
ttattcgact
ggccatgtec

cgaaacgtac
acttgaggat
gacaagacca
cgtgcccagt
tggagaccca
gacattccat
catgggtctce
atgtgccact
taccaccaac
ggccatggag
tcaggctagg
aggtctaaaa
aatgcagaga

17

ggtatggctg
aataatatag

gttgaaacta
gcatataatg
gcgaacgtga
gatgggaaag
cggaacggga
atagaggggg
gtcgectceat
aatggatctt

gttctctcta
gttrttgcag
atcctgtcac
gagcgaggac
aacaacatgg
ggagcaaagg
atatacaacc
tgtgaacaga
ccactaatca
cagatggctg
caaatggtgc
gatgatctta
ttcaagtga

cagataggga
tcgacaagat
gactcaatat
cagaattact
acaatctata
gctgtttega
cctataatag
ttaagctgga
ctcttgtact
gcagatgcaa

tcatcccatc
ggaagaacac
ctctgactaa
tgcagcgtag
acagggcagt
aagttgcact
ggatgggaac
ttgctgatgc
ggcatgagaa
gatcaagtga
aggctatgag
ttgaaaattt

ttcaactcaa
gaacaagcaa
gatcaataat
agtactactt
taacaaggtg
gctataccat
gagaaagtat
atctgaggga

tgcaatggag
catttgtata

aggcccccte
agatcttgag
ggggatttta
acgatttgtc
taaactatac
cagttactca
agtgaccaca
ccaacatcyy
cagaatggta
gcaggcagca
gacaattggg
gcaggcttac

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1683
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para producir una VLP derivada de la gripe, comprendiendo el procedimiento:

a) construir una construccion de baculovirus recombinante que codifica un grupo de proteinas
estructurales de la gripe, consistiendo dicho grupo en M1, HA y NA;

b) transfectar, infectar o transformar una célula hospedadora adecuada con dicho baculovirus
recombinante y cultivar la célula hospedadora en condiciones que permiten la expresion de M1, HA 'y
NA;

c) permitir la formacién de una VLP en dicha célula hospedadora, en la que las proteinas
estructurales del virus de la gripe de dicha VLP consisten en M1, HA y NA;

d) recoger los medios celulares infectados que contienen una VLP de la gripe funcional y

e) purificar la VLP.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que al menos una de M1, HA and NA es de origen aviar o
mamifero.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicha M1 es de origen aviar.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que al menos una de dichas M1, H1 y NA deriva del grupo
que consiste en los virus de la gripe de subtipo Ay B.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la célula hospedadora es una
célula eucariota.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la VLP comprende una VLP
quimérica.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas la formulacién de
un principio activo que comprende la VLP de la gripe.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que el principio activo comprende ademas un adyuvante.
9. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que el principio activo es una vacuna.

10. El procedimiento de la reivindicacion 7, que comprende ademas la mezcla del principio activo que
contiene una VLP de la gripe con una vesicula lipidica.

11. El procedimiento de la reivindicacién 10, en el que la vesicula lipidica es una vesicula lipidica no idnica.

12. Una VLP o composicion que comprende una VLP obtenible mediante el procedimiento de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 11.

13. La VLP o composicion de la reivindicacion 12 para su uso en un método de tratamiento o prevencion de

la gripe en un vertebrado o para proporcionar una respuesta inmunitaria protectora frente a la gripe en un
vertebrado.

18
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ATGAATCCAAATCAAAAGATAATAGCACTTGGCTCTGTTTCTATAACTATTGCGACAATATG
TTTACTCATGCAGATTGCCATCTTAGCAACGACTATGACACTACATTTCAATGAATGTACCA
ACCCATCGAACAATCAAGCAGTGCCATGTGAACCAATCATAATAGAAAGGAACATAACAGAG
ATAGTGCATTTGAATAATACTACCATAGAGAAGGARAGTTGTCCTAAAGTAGCAGAATACAA
GAATTGGTCARAACCGCAATGTCAAATTACAGGGTTCGCCCCTTTCTCCAAGGACAACTCAA
TTAGGCTTTCTGCAGGCGGGGATATTTGGGTGACAAGAGAACCTTATGTATCGTGCGGTCTT
GGTAAATGTTACCAATTTGCACTTGGGCAGGGAACCACTTTGAACAACAAACACTCAAATGG
CACAATACATGATAGGAGTCCCCATAGAACCCTTTTAATGAACGAGTTGGGTGTTCCATTTC
ATTTGGGAACCAAACAAGTGTGCATAGCATGGTCCAGCTCAAGCTGCCATGATGGGAAGGCA
TGGTTACATGTTTGTGTCACTGGGGATGATAGAAATGCGACTGCTAGCATCATTTATGATGG
GATGCTTACCGACAGTATTGGTTCATGGTCTAAGAACATCCTCAGAACTCAGGAGTCAGAAT
GCGTTTGCATCAATGGAACTTGTACAGTAGTAATGACTGATGGAAGTGCATCAGGAAGGGCT
GATACTAAAATACTATTCATTAGAGAAGGGAAAATTGTCCACATTGGTCCACTGTCAGGAAG
TGCTCAGCATGTGGAGGAATGCTCCTGTTACCCCCGGTATCCAGAAGTTAGATGTGTTTGCA
GAGACAATTGGAAGGGCTCCAATAGACCCGTGCTATATATAAATGTGGCAGATTATAGTGTT
GATTCTAGTTATGTGTGCTCAGGACTTGTTGGCGACACACCAAGAAATGACGATAGCTCCAG
CAGCAGTAACTGCAGGGATCCTAATAACGAGAGAGGGGGCCCAGGAGTGAAAGGGTGGGCCT
TTGACAATGGAAATGATGTTTGGATGGGACGAACAATCAAGAAAGATTCGCGCTCTGGTTAT
GAGACTTTCAGGGTCGTTGGTGGTTGGACTACGGCTAATTCCAAGTCACAAATAAATAGGCA
AGTCATAGTTGACAGTGATAACTGGTCTGGGTATTCTGGTATATTCTCTGTTGAAGGAAAAA
CCTGCATCAACAGGTGTTTTTATGTGGAGTTGATAAGAGGGAGACCACAGGAGACCAGAGTA
TGGTGGACTTCAAATAGCATCATTGTATTTTGTGGAACTTCAGGTACCTATGGAACAGGCTC
ATGGCCCGATGGAGCGAATATCAATTTCATGTCTATATAA

Figura 1
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ATGGAAACAATATCACTAATAACTATACTACTAGTAGTAACAGCAAGCAATGCAGATAAAAT
CTGCATCGGCCACCAGTCAACAAACTCCACAGAAACTGTGGACACGCTAACAGAAACCAATG
TTCCTGTGACACATGCCAARAGAATTGCTCCACACAGAGCATAATGGAATGCTGTGTGCAACA
AGCCTGGGACATCCCCTCATTCTAGACACATGCACTATTGAAGGACTAGTCTATGGCAACCC
TTCTTGTGACCTGCTGTTGGGAGGAAGAGAATGGTCCTACATCGTCGAAAGATCATCAGCTG
TAAATGGAACGTGTTACCCTGGGAATGTAGAAAACCTAGAGGAACTCAGGACACTTTTTAGT
TCCGCTAGTTCCTACCAAAGAATCCAAATCTTCCCAGACACAACCTGGAATGTGACTTACAC
TGGAACAAGCAGAGCATGTTCAGGTTCATTCTACAGGAGTATGAGATGGCTGACTCAAAAGA
GCGGTTTTTACCCTGTTCAAGACGCCCAATACACAAATAACAGGGGAAAGAGCATTCTTTTC
GTGTGGGGCATACATCACCCACCCACCTATACCGAGCAAACAAATTTGTACATAAGAAACGA
CACAACAACAAGCGTGACAACAGAAGATTTGAATAGGACCTTCAAACCAGTGATAGGGCCAA
GGCCCCTTGTCAATGGTCTGCAGGGAAGAATTGATTATTATTGGTCGGTACTAAAACCAGGC
CAAACATTGCGAGTACGATCCAATGGGAATCTAATTGCTCCATGGTATGGACACGTTCTTTC
AGGAGGGAGCCATGGAAGAATCCTGAAGACTGATTTAAARAAGGTGGTAATTGTGTAGTGCAAT
GTCAGACTGAAAAAGGTGGCTTAAACAGTACATTGCCATTCCACAATATCAGTAAATATGCA
TTTGGAACCTGCCCCAAATATGTAAGAGTTAATAGTCTCAAACTGGCAGTCGGTCTGAGGAA
CGTGCCTGCTAGATCAAGTAGAGGACTATTTGGAGCCATAGCTGGATTCATAGAAGGAGGTT
GGCCAGGACTAGTCGCTGGCTGGTATGGTTTCCAGCATTCAAATGATCAAGGGGTTGGTATG
GCTGCAGATAGGGATTCAACTCAAAAGGCAATTGATAAAATAACATCCAAGGTGAATAATAT
AGTCGACAAGATGAACAAGCAATATGAAATAATTGATCATGAATTCAGTGAGGTTGAAACTA
GACTCAATATGATCAATAATAAGATTGATGACCAAATACAAGACGTATGGGCATATAATGCA
GAATTGCTAGTACTACTTGAAAATCAAAAAACACTCGATGAGCATGATGCGAACGTGAACAA
TCTATATAACAAGGTGAAGAGGGCACTGGGCTCCAATGCTATGGAAGATGGGARAGGCTGTT
TCGAGCTATACCATAAATGTGATGATCAGTGCATGGAAACAATTCGGAACGGGACCTATAAT
AGGAGAAAGTATAGAGAGGAATCAAGACTAGAAAGGCAGAAAATAGAGGGGGTTAAGCTGGA
ATCTGAGGGAACTTACAAAATCCTCACCATTTATTCGACTGTCGCCTCATCTCTTGTGCTTG
CAATGGGGTTTGCTGCCTTCCTGTTCTGGGCCATGTCCAATGGATCTTGCAGATGCAACATT
TGTATATAA ' 5

Figura 2
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ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGARACGTACGTTCTCTCTATCATCCCATCAGGCCCCCTCAA
AGCCGAGATCGCGCAGAGACTTGAGGATGTTTTTGCAGGGAAGAACACAGATCTTGAGGCTC
TCATGGAATGGCTAAAGACAAGACCAATCCTGTCACCTCTGACTAAGGGGATTTTAGGGTTT
GTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGATTTGTCCARAATGC
‘CCTARAATGGGAATGGAGACCCARACAACATGGACAGGGCAGTTAAACTATACAAGAAGCTGA
AGAGGGAAATGACATTCCATGGAGCAAAGGAAGTTGCACTCAGTTACTCAACTGGTGCGCTT
GCCAGTTGCATGGGTCTCATATACAACCGGATGGGAACAGTGACCACAGAAGTGGCTCTTGG
CCTAGTATGTGCCACTTGTGAACAGATTGCTGATGCCCAACATCGGTCCCACAGGCAGATGG
CGACTACCACCAACCCACTAATCAGGCATGAGAACAGAATGGTACTAGCCAGCACTACGGCT
AAGGCCATGGAGCAGATGGCTGGATCAAGTGAGCAGGCAGCAGAAGCCATGGAAGTCGCAAG
TCAGGCTAGGCAAATGGTGCAGGCTATGAGGACAATTGGGACTCACCCTAGTTCCAGTGCAG

GTCTAAAAGATGATCTTATTGAAAATTTGCAGGCTTACCAGAAACGGATGGGAGTGCAAATG
CAGAGATTCAAGTGA

Figura 3
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Hemaglutinina del virus de la gripe (HA)

Vector de transferencia baculovirus
pFastBacl-HA recombinante

Neuraminidasa del virus de la gripe (NA)

Vector de transferencia baculovirus
pFastBacl-NA recombinante

M1 (M1) del virus de la gripe

Vector de transferencia
baculovirus pFastBacl-Ml recombinante

NA HA

= 9

Vector de transferencia
baculovirus multiexpresion

Figura 4
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(B)
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Figura 5
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Figura 8

26



10exp-1

Titulo de hemaglutinacién,

S ¥

5000
4000
‘3000

2000

1000

ES 2 380

021 T3

NO

27

de fraccidn

Figura 9




Densidad éptica a 549 nm

ES 2380021 T3

Ll L] L] L}
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18

N° de fraccién

" Figura 10

28



ES 2380021 T3

eTIEPUNDSS ox1burs Sp UOTOORIFXH

0ZISNJSI Sp UQTORZTUNUUT

eTTRWITId =xbues OSp UQOTOOBIFIXH

eTxewTId UQOTOPZTUNUIUT

o2a1bues °p
UOTOORI}XD BT 9P So3uUy¥

28

27

54

[Dia del estudic} -1

Figura 11

29



ES 2380021 T3

Figura 12

30



ES 2380021 T3

REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION
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