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DESCRIPCION
Antigeno de fusion utilizado como vacuna

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un antigeno de fusion. Mas particularmente, la invencion se refiere a un antigeno
de fusién utilizado como vacuna de células T.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las reacciones inmunes mediadas por las células dependen de interacciones directas entre los linfocitos T y células
que llevan el antigeno que reconocen las células T. Las células T reconocen células corporales infectadas con virus,
que se replican en el interior de las células utilizando la maquinaria de sintesis de la propia célula. Sin embargo, los
antigenos derivados de la replicacion de un virus estan presentes en la superficie de las células infectadas (por el
MHC Clase 1), donde aquéllos son reconocidos por las células T citotoxicas (células T CD8+), que pueden controlar
luego la infeccién por destruccion de las células antes que se complete la replicacion del virus. Las vacunas para
profilaxis de infecciones viricas son usualmente organismos vivos atenuados con patogenicidad reducida que
pueden estimular la inmunidad protectora. Las proteinas extrafias de un virus vivo que se utiliza como vacuna viva
atenuada son reconocidas y procesadas en el lumen del reticulo endoplasmico (ER) de las células presentadoras de
antigeno (APCs) cuando el virus se replica para formar un péptido de procesamiento endogeno. El proceso incluye
la modificacion y digestion apropiada del antigeno. Sin embargo, una vacuna viva atenuada, especialmente en virus
de RNA, tiene una tendencia muy acusada a recuperar la toxicidad y la virulencia. Por ejemplo, la toxicidad de un
virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV) se recupera tanto en las vacunas como en las cepas atenuadas.
Ademas, deben realizarse pases mdltiples de un virus. Por esta razon, la posibilidad de suscitar una respuesta
inmune se ha puesto en duda. El desarrollo de una vacuna viva atenuada es una tarea que consume mucho tiempo.

Para evitar la recuperacion de una vacuna viva atenuada, se desarrollan vacunas génicamente deficientes, tales
como las vacunas de la enfermedad de Aujeszky, vacunas gl negativas, y vacunas marcadoras de PRV.

Se utilizan virus o bacterias de Vaccinia o de la viruela aviar como vectores para transporte de los genes de
antigenos. Por tecnologia de DNA recombinante, el tiempo para el desarrollo de una vacuna satisfactoria se reduce
y pueden conseguirse al mismo tiempo serotipos multiples de la vacuna. Ejemplos de tales vacunas son sistemas
vectores del virus de la viruela aviar y de Salmonella y vacunas recombinantes de genes Syntro Vet (US). Por otra
parte, cuando un microorganismo, especialmente un virus de RNA, se utiliza como vacuna vectora, el
microorganismo puede producir una nueva especie 0 una nueva cepa. La seguridad de tales vacunas vectoras se
enfrenta de nuevo a un reto. Adicionalmente, las vacunas subunitarias recombinantes tradicionales son usualmente
incapaces de desencadenar una respuesta inmune mediada por las células. Las mismas son antigenos exégenaos,
gue son capturados en los macrofagos, células dendriticas y linfocitos B. Después de la internalizaciéon de los
antigenos por las APCs por pinocitosis en fase fluida o por receptores fijados a la membrana se generan péptidos de
epitopes inmunégenos procedentes de antigenos exdgenos. Los péptidos se generan luego en los compartimientos
endosomicos de las APCs y son clasificados por las moléculas del MHC Clase Il vacias para formar complejos
péptido-MHC Clase Il basados en las afinidades entre las moléculas del MHC Clase Il y los péptidos. Los complejos
péptido-MHC Clase Il sufren luego translocacion a la superficie de las APCs, donde aquéllos son reconocidos por
las células T CD4+. Sin embargo, las proteinas de tipo subunitario reconocidas por las células T CD8+ no pueden
utilizarse eficientemente como vacunas debido a que una vez administradas, se internalizan en compartimientos
endosémicos, donde es probable que las mismas se degraden profundamente o no consigan interaccionar con el
camino del MHC Clase I. Adicionalmente, las células CD4+ (células Th) pueden activar a la vez inmunidad humoral y
respuesta inmune mediada por las células debida a la accion de las células T adyuvantes Thl y Th2,
respectivamente. Las células Thl y Th2 se regulan unas a otras respecto al equilibrio de la inmunidad humoral y la
respuesta inmune mediada por las células.

Han sido descubiertos e investigados virus que infectan las células inmunoldgicas tales como células T, células B,
células dendriticas, monocitos, o macréfagos. Ejemplos de tales virus infectados del cerdo son el virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino, el circovirus tipo I, y el virus infectado humano, virus de la inmunodeficiencia
humana. Tales virus destruyen la capacidad de reconocimiento de proteinas extrafias como antigenos en las células
presentadores de antigeno. Las células inmunolégicas no pueden suscitar una respuesta de inmunizacién y
transportan los virus. Los animales que han sido infectados con estos tipos de virus son infectados facilmente de
modo secundario por otros patdégenos. Es una lastima que falte todavia una vacuna util direccionada a las células
inmunologicas infectadas por virus.

En particular, el sindrome del virus reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) da como resultado pérdidas
elevadas en la cria de animales todos los afios. El virus infecta los macrofagos (en los alveolos y el bazo), la
microglia cerebral y los monocitos, y existe en la sangre y los érganos de los animales infectados. Los anticuerpos
tienen poco efecto sobre el virus e incluso estimulan mutaciones del virus. En el mecanismo de la mejora
dependiente de anticuerpos (ADE), el uso de anticuerpos conduce a infecciones mas graves. Aproximadamente 50
a 80% de los cerdos estan infectados por dicho virus. Generalmente, los animales infectados por el virus no tienen
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sintomas significativos, pero la inmunidad de los animales infectados se reduce. Esto conduce a una disminucién de
la ganancia de peso y un aumento en la tasa de mortalidad debido a la infeccién secundaria. PRRSV es un virus de
RNA. No sélo los cerdos, sino que también los patos pueden ser infectados asimismo por PRRSV. Se desarroll6 una
vacuna viva atenuada contra PRRSV. Sin embargo, la mutacion de los virus en la vacuna viva ocurre con
frecuencia. Por fortuna, informes recientes del desarrollo de vacunas de HIV indican insistentemente que las células
T citotdxicas (CTLs) son esenciales para controlar la infeccion de HIV. (Hanne G-S et al, 2000, Journal of Virology,
vol. 74, No. 4, p. 1694-1703). Se desea urgentemente el desarrollo de una vacuna PRRS segura y eficaz.

Por tanto, existe en la técnica una necesidad no abordada hasta ahora de abordar las deficiencias e insuficiencias
mencionadas anteriormente, especialmente en conexién con el desarrollo de vacunas de células T contra la
infecciéon de virus.

La publicacion de Estados Unidos No. US 2004/0247617 da a conocer un antigeno de fusién especifico para una
célula diana que comprende un resto ligando que es capaz de reaccionar con, reconocer o fijarse a los receptores
en la célula diana, un dominio Il de translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas, un resto antigénico, y un resto
del terminal carboxilo que permite la combinacién del antigeno de fusién con la membrana del reticulo endoplasmico
de la célula diana.

Li, G. et al, Virus Genes (2007) 35:673-679 exponen la supresion de la replicacion del PRRSV en células MARC-145
por direccionamiento de shRNA a la regién ORF1.

SUMARIO DE LA INVENCION

En un aspecto, la invencién se refiere a un antigeno de fusién que es especifico para una célula diana que
comprende: (a) un resto antigénico; (b) un dominio | de fijaciéon de la exotoxina A de Pseudomonas; (c) un dominio Il
de translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas; y (d) un resto del terminal carboxilo que comprende un
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de KKDELRVELKDEL (SEQ ID NO: 7), en donde el resto
antigénico se deriva del virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) ORF1b, y en donde la célula
diana es una célula presentadora de antigeno.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un antigeno de fusion especifico para una célula diana que comprende a)
un resto antigénico que comprende un polipéptido que es el producto de traduccion de un fragmento de DNA que
tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2; b) un dominio | de fijacion de la exotoxina A de Pseudomonas;
c) un dominio Il de translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas; y d) un resto del terminal carboxilo que
comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de KKDLRDELKDEL (SEQ ID NO: 5) o
KKDELRDELKDEL (SEQ ID NO: 6), en donde el resto antigénico se deriva del virus del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (PRRSV) ORF1b, y en donde la célula diana es una célula presentadora de antigeno.

En otro aspecto adicional, la invencion se refiere a un antigeno de fusién especifico para una célula diana que
comprende: a) un resto antigénico que comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1; d) un dominio | de fijacion de la exotoxina A de Pseudomonas; c) un dominio Il de translocacién de la
exotoxina A de Pseudomonas; y d) un resto del terminal carboxilo que comprende un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de KDEL (SEQ ID NO: 9), y en el cual la célula diana es una célula presentadora de
antigeno.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un antigeno de fusidon especifico para una célula diana que
comprende: a) un resto antigénico que comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1; b) un dominio | de fijacién de la exotoxina A de Pseudomonas; ¢) un dominio Il de translocacion de la
exotoxina A de Pseudomonas; y d) un resto del terminal carboxilo que comprende un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de KKDELRDELKDEL (SEQ ID NO: 6) o KKDELRVELKDEL (SEQ ID NO: 7), y en donde
la célula diana es una célula presentadora de antigeno.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende los antigenos de fusion de
la invencion y un portador farmacéuticamente aceptable, asi como a tales composiciones farmacéuticas para uso en
la induccion de una respuesta inmune en un animal contra la infeccion de PRRSV.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1A ilustra el fragmento subclonado de Nspll PRRSV ORF1b (nucleétido 10805 ~ nucledtido 11297,
panel superior) y la secuencia de aminoacidos correspondiente del fragmento proteinico Nsp10 y Nspll mas
K13 (panel inferior).

FIG. 1B ilustra la secuencia de aminoacidos de tres letras correspondiente del fragmento de proteina en FIG.
1A (SEQ ID NO: 1).

FIG. 2 ilustra la secuencia de nucleétidos del fragmento de DNA M12-K13 (SEQ ID NO: 2).

FIG. 3 ilustra el mapa del plasmido pPE-K13, en el cual PE representa PE(AIlI).
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FIG. 4 ilustra el mapa del plasmido pPE-M12-K13, en el cual PE representa PE(All).

FIG. 5 ilustra la induccién de la secreciéon de IFNy especifico del antigeno en los esplenocitos de ratones
inmunizados por los antigenos de fusion PE-M12-K13 y PE-DgD-K13.

FIG. 6 ilustra la induccién de la secrecion de TNFa especifico del antigeno en los esplenocitos de ratones
inmunizados por los antigenos de fusion PE-M12-K13 y PE-DgD-K13.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
DEFINICIONES

Los términos utilizados en esta memoria descriptiva tienen generalmente sus significados ordinarios en la técnica,
dentro del contexto de la invencidn, y en el contexto especifico en el que se utiliza cada término. Ciertos términos
que se utilizan para describir la invencién se exponen a continuacién, o en otro lugar de la memoria descriptiva, para
proporcionar orientacion adicional al experto en relacion con la descripcién de la invencién. Por conveniencia, ciertos
términos pueden estar resaltados, por ejemplo utilizando cursiva y/o comillas. El uso de realce no tiene influencia
alguna sobre el alcance y el significado de un término. El alcance y el significado de un término es el mismo, en el
mismo contexto, esté realzado el tgérmino o no. Se apreciard que una misma cosa puede decirse de mas de un
modo. Por consiguiente, pueden utilizarse expresiones y sinénimos alternativos para uno cualquiera o0 mas de los
términos expuestos en esta memoria, y no debe considerarse significado especial alguno dependiendo de que un
término se elabore o se discuta en esta memoria. Se proporcionan sinénimos para ciertos términos. Una relacién de
uno o mas sinénimos no excluye el uso de otros sinénimos. El uso de ejemplos en cualquier lugar de esta memoria
descriptiva, con inclusién de ejemplos de cualesquiera términos expuestos en la misma es Unicamente ilustrativo, y
no limita en modo alguno el alcance y significado de la invencién o de ningun término citado como ejemplo.
Anélogamente, la invencion no esta limitada a las diversas realizaciones presentadas en esta memoria descriptiva.

A no ser que se define otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en esta memoria tienen el
mismo significado que es entendido comdnmente por una persona con experiencia ordinaria en la técnica a la que
pertenece esta invencién. En caso de conflicto, prevalecera el presente documento, con inclusion de las
definiciones.

Como se utilizan en esta memoria, los términos "alrededor de", "en torno a" o "aproximadamente" significaran
generalmente dentro de 20 por ciento, preferiblemente dentro de 10 por ciento, y mas preferiblemente dentro de 5
por ciento de un valor o intervalo dado. Las cantidades numéricas expuestas en esta memoria son aproximadas, lo
gue significa que el término "alrededor de", "en torno a" o "aproximadamente" pueden deducirse si no se indican
expresamente.

La invencién proporciona un antigeno de fusidon especifico para una célula diana que comprende un resto
antigénico, un resto ligando que es capaz de reaccionar, reconocer o fijarse a un receptor en la célula diana, un
dominio Il de translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas, y un resto del terminal carboxilo que permite la
retencion del antigeno de fusion en la membrana del reticulo endoplasmico (ER) de la célula diana.

Como se utiliza en esta memoria, el término "antigeno de fusion" hace referencia a una proteina recombinante que
puede provocar una respuesta inmune en un animal. Preferiblemente, el antigeno de fusiobn comprende epitopes
gue provocan una respuesta inmune directamente y otras porciones para mejorar una respuesta inmune tal como la
mediacion del suministro, transporte, procesamiento, y expresion o para equipo de funciones mdltiples.

Preferiblemente, la célula diana es una célula presentadora de antigeno. Mas preferiblemente, la célula diana se
selecciona del grupo constituido por células B, células dendriticas, monocitos, y macrofagos.

Como se utiliza en esta memoria, el término "un resto antigénico" hace referencia a un fragmento peptidico que
puede provocar una respuesta inmune. En una realizacion de la invencion, el resto antigénico es un epitope. De
acuerdo con la invencién, el resto antigénico es una proteina de una especie patdgena, que puede activar
fuertemente una respuesta inmune. Tales proteinas comprenden, por ejemplo, pero sin caracter limitante, proteinas
de la cubierta, nucleoproteinas o proteinas de la membrana celular. El resto antigénico puede ser un péptido
clonado directamente de la especie patdgena asi como una proteina recombinante modificada por técnicos expertos
en este campo para mejora de la capacidad para provocar una respuesta inmune, para ser fabricados mas
convenientemente y para ser suministrados mas facilmente. Preferiblemente, el resto antigénico se deriva del virus
del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV). Preferiblemente, el resto antigénico puede ser PRRSV
ORF 1, 1b, 2, 3, 4, 5, 6, 6 7. En una realizacion mas preferida de la invencion, el resto antigénico es PRRSV ORF
1b, o el dominio M12 semejante a corona. Para provocar una respuesta inmune mas fuerte, el resto antigénico
comprende al menos una unidad antigénica y la unidad antigénica adyacente esta conectada por una regién puente.
De acuerdo con la invencién, la regién puente puede ser un pequefio fragmento de péptido que provoca poca
respuesta inmune a fin de impedir que el sistema inmune lo reconozca.

Como se utiliza en esta memoria, el término "resto ligando" hace referencia generalmente a todas las moléculas que
son capaces de reaccionar, reconocer o fijarse al receptor en una célula diana. Ejemplos de tales receptores
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incluyen, pero sin caracter limitante, receptores de anticuerpos, receptores de factores de crecimiento, receptores de
linfoquinas, receptores de citoquinas, receptores de hormonas y analogos. En algunas realizaciones de la invencion,
el receptor para fijacion al resto ligando se selecciona del grupo constituido por receptores TGFa, receptores IL2,
receptores IL4, receptores IL6, receptores IGF1, receptores CD4, receptores IL18, receptores IL12, receptores EGF,
receptores LDL y receptores de macroglobulina a2. El resto ligando tiene capacidad para fijarse a la membrana
celular de la célula diana a fin de anclar el antigeno de fusion a la célula diana. El sistema inmune se inicia por la
fijacion del antigeno de fusion a los receptores en la célula diana. Preferiblemente, el resto ligando es un dominio |
de fijacion de la exotoxina A de Pseudomonas. La exotoxina A de Pseudomonas (PE) es una cadena polipeptidica
simple de 613 aminoacidos. Estudios cristalograficos de rayos X y analisis mutacional de la molécula PE
demuestran que PE esta constituida por 3 dominios: un dominio de fijacion del receptor celular del terminal amino
(Dominio 1); un dominio de translocacion intermedio (Dominio 11); y un dominio de actividad del terminal carboxilo
(Dominio 1l1) (véase la patente U.S. No.: 5.705.163).

Como se utiliza en esta memoria, el término "dominio | de fijacion de la exotoxina A de Pseudomonas" hace
referencia a un fragmento peptidico que tiene la misma secuencia que el dominio de fijacién del receptor celular del
terminal amino de la exotoxina A de Pseudomonas o un fragmento funcionalmente equivalente. EI dominio de
fijacion del receptor celular del terminal amino de la exotoxina A de Pseudomonas comprende dos subdominios,
designados como dominio la y dominio Ib. La configuracién del dominio la y el dominio Ib puede fijarse a un receptor
LDL o receptor de a2-macroglobulina en la superficie de una célula.

Como se utiliza en esta memoria, la expresion "dominio Il de fijacion de la exotoxina A de Pseudomonas" hace
referencia a un fragmento peptidico que tiene la misma secuencia que el domino de translocacién intermedio de la
exotoxina A de Pseudomonas o un fragmento funcionalmente equivalente. EI dominio Il de translocacion de la
exotoxina A de Pseudomonas tiene capacidad para translocar el antigeno de fusion al citoplasma de la célula diana.
El antigeno de fusién se transloca a la célula diana después de fijarse a la membrana de la célula diana.

Como se utiliza en esta memoria, la expresion "resto del terminal carboxilo que permite la retencién del antigeno de
fusién a la membrana del reticulo endoplasmido (ER) de una célula diana" se refiere a un fragmento peptidico que
permite que el antigeno de fusion se fije a la membrana del ER y se retenga en el lumen del ER para glicosilacion y
hace que el mismo se parezca mas a una proteina extrafia. En una realizacién de la invencion, el resto del terminal
carboxilo comprende, en direccion desde el término amino al término carboxilo, los residuos de aminoacidos
siguientes:

R-RER3-R*(RY),

en donde,

R! es un residuo de aminoacido cargado positivamente;

R’ es un residuo de aminoacido cargado negativamente;

R® es un residuo de aminoacido cargado negativamente;
4 .

R  esL;

R® es un residuo de aminoacido cargado positivamente; y

nesOol.

Preferiblemente, el resto del terminal carboxilo es un miembro de la familia de proteinas KDEL. Como se utiliza en
esta memoria, "proteina de la familia KDEL" hace referencia a un grupo de proteinas, que tiene un terminal carboxilo
similar que se fija a la membrana del ER de una célula y tiene adicionalmente capacidad para retencién de dicha
proteina en el lumen del ER. Generalmente, la longitud del extremo carboxilo varia desde 4 a 16 residuos. Como se
expone en la patente U.S. No. 5.705.163, los residuos amino en el extremo carboxilo de una proteina de la familia
KDEL, particularmente aquéllos que se encuentran en los Ultimos 5 aminoacidos, son importantes. Como se muestra
en los estudios acerca de las secuencias similares presentes en moléculas diferentes y que realizan una funcion
biolégica especifica, una secuencia que retiene una proteina de nueva formacién en el interior del reticulo
endoplasmico es Lys Asp Glu Leu (KDEL) (SEQ ID NO: 9). Estos descubrimientos sugieren que la secuencia en el
extremo carboxilo del antigeno de fusién de acuerdo con la invencién actia como cierto tipo de secuencia de
reconocimiento que ayuda a la translocacién del antigeno de fusién desde un compartimiento endocitico al ER y lo
retiene en el lumen. En una realizacién preferida, el resto del terminal carboxilo comprende una secuencia de KDEL
(SEQ ID NO: 9). En una realizaciéon mas preferida, el resto del terminal carboxilo comprende una secuencia de
KKDL-RDEL-KDEL (SEQ ID NO: 5), KKDELRDELKDEL (SEQ ID NO: 6), o KKDELRVELKDEL (SEQ ID NO: 7), o
KKDEL-RXEL-KDEL, en las cuales Ris D o V.

La invencion se caracteriza por el disefio del resto del terminal carboxilo, que permite que el antigeno de fusion sea
procesado en el ER de la célula diana para combinarse con moléculas del MHC Clase | y ser reconocido por las
células T. El antigeno de fusién de acuerdo con la invencion es Util en el desencadenamiento de reacciones inmunes
mediadas por las células.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende el antigeno de fusion de
la invencién junto con un portador farmacéutico aceptable. Preferiblemente, la compaosicién farmacéutica es una
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vacuna de células T. las composiciones pueden proporcionarse para uso en la induccién de una respuesta inmune
en un animal contra la infeccién de PRRSV.

Como se utiliza en esta memoria, el término "vacuna de células T" hace referencia a una vacuna que puede proteger
a un individuo contra la infeccién por activacion de la respuesta inmune mediada por las células. El papel crucial de
la vacuna de las células T es el de células T citotoxicas (conocidas también como linfocitos T citotdxicos, células T
CD8+, y CTL) y células T de memoria (Tem Y Tem).

La presente invencion proporciona también una composicion farmacéutica que comprende un segundo antigeno de
fusién especifico para una célula diana, en donde la segunda proteina de fusion comprende: a) un resto antigénico
privado de PRRSV ORF7; b) un dominio | de fijacién de la exotoxina A de Pseudomonas; c) un dominio Il de
translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas; y d) un resto del terminal carboxilo que comprende un polipéptido
que tiene una secuencia de aminoacidos KDEL, y en donde la célula diana es una célula presentadora de antigeno.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden utilizarse para inducir una respuesta inmune por
inoculacion de cualquier modo conocido por los especialistas expertos en la técnica. Por ejemplo, el antigeno de
fusion puede ser para suministro por inyeccién o en forma de una vacuna oral. En caso necesario, son opcionales
dosis de refuerzo. Preferiblemente, la inoculacion debe realizarse antes de la infeccién. Las composiciones pueden
ser para uso en inoculaciéon de animales recién nacidos, incluso de un embrién, a fin de producir mejor inmunidad.

Las acciones siguientes ocurren durante el proceso de la respuesta a la administracion de las composiciones de
acuerdo con la invencion:

(c) la membrana de la célula diana se fija al resto ligando para anclar el antigeno de fusién a la célula diana;
(d) el antigeno de fusion sufre translocacion al citoplasma de la célula diana por el dominio Il de translocacion
de la exotoxina A de Pseudomonas;

(e) la membrana del ER de la célula diana se fija al resto del terminal carboxilo del antigeno de fusion para
retencion del antigeno de fusién en el lumen del ER;

() el resto antigénico es procesado en el lumen del ER;

(g) el resto antigénico procesado se fija a una molécula del MHC Clase |;

(h) el resto antigénico procesado es transportado por la molécula del MHC Clase | a la superficie de la célula
diana;

(i) el resto antigénico procesado transportado por la molécula del MHC Clase | es reconocido por la célula T
CD8+ para obtener un mensaje inmune; y

(i) el mensaje inmune es almacenado por las células T de memoria para inmunizacién del animal.

En la Accién (c), el resto ligando del antigeno de fusién conduce el antigeno de fusién para fijarlo a los receptores en
la membrana de la célula diana a fin de anclar el antigeno de fusion a la célula diana.

En la Accion (d), el antigeno de fusion es translocado al citoplasma de la célula diana por el dominio Il de
translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas. La translocacion conduce el antigeno de fusion a la entrada en la
célula diana.

En la Accion (e), el resto del terminal carboxilo del antigeno de fusion se fija a la membrana del ER de la célula
diana para retencion del antigeno de fusion en el lumen del ER para el procesamiento del antigeno de fusién.

En la Accion (f), el resto antigénico es procesado en el lumen del ER. El procesamiento incluye, pero sin caracter
limitante, modificacién del antigeno tal como glicosilacion y digestion apropiada por una enzima en el lumen del ER.

En la Accién (g), el antigeno de fusion procesado puede fijarse a una molécula del MHC Clase |. La molécula del
MHC Clase | propiamente dicha es una proteina incompletamente plegada y se fijja a muchas chaperonas. El
antigeno de fusion procesado se fija a la hendidura de fijacion del péptido a fin de completar el plegamiento y
estimula la liberacién de las chaperonas.

En la Accion (h), el resto antigénico procesado es presentado a la superficie de la célula diana por la molécula del
MHC Clase I. El resto antigénico plegado en el MHC Clase | y procesado se suministra a la superficie de la célula.

En la Accién (i), el resto antigénico procesado transportado por la molécula del MHC Clase | es reconocido por la
célula T CD8+ para obtener un mensaje inmune para el reconocimiento de la célula T citotéxica y también para el
almacenamiento de un mensaje inmune en las células T de memoria. Ejemplos de las células T de memoria son
células Tem Y Tem.

En la Accion (j), el mensaje inmune es almacenado por las células T de memoria para inmunizacion del animal.
Cuando el animal inmunizado con el antigeno de fusion es infectado nuevamente por el mismo antigeno, las células
T de memoria suscitan una respuesta inmune mas fuerte en un tiempo mas breve. La vacuna de células T
proporciona un antigeno de procesamiento enddgeno que puede ser procesado en el lumen del ER de la célula
diana.
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En una realizacion de la invencion, el resto antigénico se deriva del virus del sindrome reproductivo y respiratorio
porcino (PRRSV) ORF1b. La SEQ ID NO: 1 del antigeno. En otra realizacion de la invencion, el resto antigénico
comprende un polipéptido que es un producto de traduccion de un fragmento de DNA que contiene la secuencia de
nucleoétidos indicada por SEQ ID NO: 2. Adicionalmente, en una realizacién de la invencion, el resto antigénico se
deriva de PRRSV Nsp10y Nspll, y es SEQ ID NO: 1.

En una realizacion de la invencidn, el resto ligando es un dominio | de fijacion de la exotoxina A de Pseudomonas.
En otra realizacion de la invencidn, el resto del terminal carboxilo comprende un polipéptido que tiene una secuencia
de aminoacidos KKDELRXELKDEL, en la cual X es V o D. El resto del terminal carboxilo puede estar conectado al
resto antigénico por un enlazador de sitios de restriccion.

En otro aspecto mas, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que incluye un antigeno de fusién
como se ha descrito arriba y un portador farmacéuticamente aceptable. En una realizacion de la invencion, la
composicion farmacéutica contiene una primera proteina de fusion que comprende: (a) un resto antigénico derivado
de PRRSV ORF1b; (b) un dominio | de fijaciébn de la exotoxina A de Pseudomonas; (c) un dominio Il de
translocacién de la exotoxina A de Pseudomonas; y (d) un resto del terminal carboxilo que incluye un polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacidos KDEL. La composicién farmacéutica puede incluir ademas un segundo
antigeno de fusién especifico para una célula diana, en el cual la segunda proteina de fusion comprende: (a) un
resto antigénico derivado de PRRSV ORF7; (b) un resto ligando que es capaz de reaccionar, reconocer o fijarse a
un receptor en la célula diana; (c) un dominio Il de translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas; y (d) un resto
del terminal carboxilo que comprende un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos KDEL.

En otro aspecto adicional, la invencion se refiere a composiciones farmacéuticas para uso en la induccién de una
respuesta inmune en un animal contra la infeccion de PRRSV. En una realizaciéon de la invencion, la composicion
incluye una proteina de fusidon que esta direccionada especificamente a una célula presentadora de antigeno. Por
ejemplo, la célula diana puede seleccionarse del grupo constituido por células B, células dendriticas, monocitos, y
macrofagos.

EJEMPLOS
Materiales y Métodos
Construccion de los Plasmidos

pPE-M12-K13. El plasmido pPE-M12-K13 contenia un dominio M12 semejante a corona como resto antigénico,
PE(AIl) como resto ligando y resto de translocacién, y K13 como resto del terminal carboxilo. La secuencia del
dominio M12 esta localizada dentro del gen PRRSV ORF 1b. La secuencia de RRSV ORF 1b se extrajo de la base
de datos EMBL/GenBank, con el nimero de acceso M96262. El fragmento subclonado M12 se derivd de PRRSV
Nspl0 (secuencia del dominio terminal C) y Nspll (secuencia del dominio del terminal N). El resto antigénico
PRRSV M12 (o fragmento ORF 1b subclonado) se sintetiz6 con los cebadores especificos enumerados en la Tabla
1. Para generar el plasmido pPE-M12-K13, el fragmento de DNA PRRSV ORF 1b, nuclettidos 10805 ~ 11297, se
subclond en el plasmido pPE-K13 por insercion en los sitios Aat Il y EcoR1. FIG. 1A muestra el fragmento proteinico
de M12 mas K13, donde los sitios de restriccion se designan por letras en negrilla. La secuencia de aminoacidos de
tres letras correspondiente del fragmento proteinico de FIG. 1A se muestra en FIG. 1B (SEQ ID NO: 1), en la cual la
secuencia K13 se designa por letras en negrita subrayadas, y los sitios de restriccion y un puente corto entre Xhol y
la secuencia K13 se designan en letras en negrita y cursivas. FIG. 2 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID
NO: 2) del fragmento de DNA M12-K13, que comprende M12 (es decir, el gen PRRS Nspl0 mas Nspll) y K13.
FIG. 3 muestra el plasmido pPE-K13 y FIG. 4 muestra el plasmido pPE-M12-K13 que comprende el dominio M12 (es
decir, el dominio semejante a corona).

pPE-K13. El plasmido pPE-K13 contenia PE(AIIl) como resto ligando mas un resto de translocacion, y K13 como un
resto del terminal carboxilo (FIG. 3). EI PE(Alll) (al que se hace referencia como PE en la FIG. 3) incluia un dominio |
de fijacion de la exotoxina A de Pseudomonas y un dominio Il de translocacion. Se construyé un plasmido pPE(AIII)
de acuerdo con el método descrito anteriormente en la Publicacion de Patente US No. 2004/0247617.

El resto K13 del terminal carboxilo comprende una secuencia peptidica KKDELRVELKDEL (SEQ ID NO: 7), que era
codificado por AAA AAAGACGAACTGAGAGA TGAACTGAAAGACGAACTG (SEQ ID NO: 8). El fragmento K13 se
generd utilizando el método descrito en la Publicacion de Patente US mencionada anteriormente, con
modificaciones menores.

Resumidamente, un polinucleétido que codificaba el sitio Sal I-KKDELRVELKDEL-coddn de parada-Xhol-EcoRI se
sintetiz6 por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en serie. Los fragmentos de DNA amplificados por PCR
se escindieron con Sal | y Eco RI y se purificaron luego por electroforesis en gel y electroelucion. Los fragmentos de
DNA purificados Sal | Eco RI se ligaron a pPE para formar el plasmido pPE-K13.

pPE-DgD-K13. El plasmido codificante de pPE-DgD-K13 se generé utilizando el método descrito en la Publicacion

de Patente US NO. 2004/0247617 con modificaciones menores. Resumidamente, dos plasmidos pET15-H6-PE(AIII)

PRRS7-DgD y pPE-K13 se digirieron con Pst | y Xho | para generar el fragmento que contenia PE(Alll) PRRS7-DgD
7
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y el fragmento que contenia el resto del terminal carboxilo, respectivamente. Los dos fragmentos se purificaron y se
ligaron luego con ligasa T4 para formar pET23-H6-PE(Alll)-DgD-K13 (denominado pPE-DgDK13 o pPE-DgD-K13).
Los plasmidos pET23-K3, pET-13, o pPE (Alll)-K13 comprenden todos ellos la secuencia KDEL.

pPE-ORF5-K13. El plasmido codificante de PE-ORF5-K13 se generdé de acuerdo con el método descrito
anteriormente. De modo resumido, se inserté el gen PRRSV ORF5 en pPE (Alll)-K13 para construir pPE-ORF5-K13.

Expresion y Purificacion del Antigeno de Fusion. E. coli (células BL21 (DE3) pLys) transformadas con un antigeno
de fusidon plasmidico para expresién de una proteina de fusion PE-ORF5-K, PE-DgD-K13 o PE-M12-K13 se
cultivaron en caldo Luria Bertani que contenia ampicilina (100 ~ 500 ppm) a 37°C. Después que el cultivo de E. coli
hubo alcanzado una fase logaritmica temprana (A600 = 0,1 ~ 0,4), se afiadio isopropil-1-tio-B-D-galactopiranosido
(IPTG) en una concentracion final de 0,5 mM al cultivo para induccién. Las células se cosecharon dos horas
después de la induccion y se guardaron inmediatamente a -70°C. el antigeno de fusion se purificd parcialmente por
extraccién con urea como se ha descrito anteriormente (Liao et al., 1995, Appl. Microbiol. Biotechnol. 43:498-507).
En condiciones desnaturalizantes, las moléculas del antigeno de fusiéon que contenian el identificador 6His se
expusieron completamente para mejora de la fijacion a la matriz eNi-NTA (Ni-NTA agarosa; Qiagen™ Inc. CA). La
eficiencia de la purificacion se maximizé para ello por reduccion del potencial para fijacion inespecifica. La
purificacién por lotes del antigeno de fusién marcado con 6His a partir del cultivo de células de E. coli en condiciones
desnaturalizantes se describié como sigue.

Se afiadié 1 ml de suspension espesa de Ni-TNA al 50% a 4 ml de lisado y se mezcl6 suavemente por agitacion
mediante sacudidas (v.g., 200 rpm) durante 60 minutos a la temperatura ambiente para formar una mixtura lisado-
resina. La mixtura lisado-resina se carg6 cuidadosamente en una columna vacia con la capsula del fondo fijada
todavia. La capsula del fondo se retir6 luego para recoger la solucién de flujo continuo. La columna se lavé dos
veces con 4 ml de tampén de lavado (NaH2PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM, urea 8 M, pH 8,0). La proteina se eluyo 4
veces con 0,5 ml de tampdn de elucion de pH 5,9 (NaH2PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM, urea 8 M, pH 5,9) seguido
por elucién 4 veces con 0,5 ml de tampdn de elucién de pH 4,5 (NaH2,PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM, urea 8 M, pH
4,5). Las fracciones recogidas se agruparon y se analizaron por electroforesis en gel SDS-PAGE. El andlisis
cuantitativo se realiz6 utilizando la proteina estandar BSA.
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TABLA 2

Iniciador SEQ ID NO: |Secuencia

*M12-F1 10 5’-TGG CCG GTG GTG TCA ACC CAG AAC AAT GAA AAG
TGG CCG GAT CGT CTG -¥°

*M12-F2 11 5’-CAG TTT GCC AAA CTC CCA ATA GAA CTT GCA CCA
CAC TGG CCG GTG GTG TCA -3’

M12-F3 12 5’-AAC TTG GGT TTT TAT TTT TCA CCT GAC TTG ACA CAG
TTT GCC AAA CTC -3°

M12-F4 13 5’-GGG TCG AGC TCT CCG CTC CCG AAG GTC GCA CAC
AAC TTG GGT TTT TAT -3’

M12-F5 14 5°-TCT CTC CGC GCC ATT TGT GCT GAT CTG GAA GGG TCG
AGCTCT CCG -3’

M12-F6 15 5’-GAT AAA TTT CGT GCC ACA GAC AAG CGT GTT GTA
GAT TCT CTC CGC GCC ATT -3°

M12-F7 16 5°-ACG GTT GCT CAG GCT CTG GGC AAC GGG GAT AAA
TTT CGT GCC -3’

M12-F8 17 5’-CCC CCC GAC GTC AAT AAC AAA GAATGC ACG GTT
GCT CAG GCT -3’

M12-R1 18 5’-GCG GCT GTA TTT GTC GAG AGG GCG AAG GCT GGC
AAC CAG ACG ATCCGGCCA -3

M12-R2 19 5’-AGG GCC CAC CAT ATA GCC GGC ACC GAT GCA CGC
GCG GCT GTATTT GTC -3’

M12-R3 20 5’-GTA TGA CAC GAC CCC TGG AGT GCC CAG AAA CAC
CGA AGG GCC CACCAT ATA -3’

M12-R4 21 5’-AGC CTC GCC CTT AAC AAA CTT TGT GAG ATA GTA
TGA CACGAC CCC -3’

M12-R5 22 5°-TCG GCC GGT ACT GAA GAC CGT TTC CGG AAG CAC
TTG AGC CTC GCC CTT AAC -3’

M12-R6 23 5’-G ATA TTC ACG GCA GTC TAC CTC AAT TCG GCC GGT
ACT GAA -3’ ' '

M12-R7 24 5’-A CGC AGC AAC TTC TCG CTC ACG ATC ATC AAG ATA
TTC ACG GCA GTC-3* . :

M12-R8 25 5’-TTT TTT CTC GAG GAA TTC GTG TGG GAG GGA CGC
AGC AACTICTCG -3’

*: MF12-F1 y M12-R1 denotan el primer par de cebadores directo e inverso, respectivamente; M12-F2 y M12-R2
denotan el segundo par de cebadores directo e inverso, respectivamente, etcétera.
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EJEMPLO 1
Induccién de Respuestas Inmunes Mediadas por las Células por el Antigeno de Fusion PRRSV

El foco de la invencién radicaba en descubrir aquellas regiones antigénicas o epitopicas en las proteinas del virus
PRRS que tienen las caracteristicas de inducir una respuesta inmune mediada por las células en los animales, y
utilizar dichos antigenos para generar antigenos de fusion como vacunas para inmunizacion de animales a fin de
inducir el sistema inmune a producir una cantidad suficiente de IFNy y TNFa, y activar la inmunidad de las células T
y el camino de las células T citotéxicas. los antigenos de fusiéon PE-DgD-K13 (o PE PRRSV ORF7) y PE-M12-K13
se encontraron capaces de inducir mecanismos inmunes mediados por las células. En el modelo experimental del
ratén inmunizado, se encontré que las células del bazo tenian mecanismos inducidos por inmunidad celular por PE-
DgD-K13 y/o PE-M12-K13. Los ratones inmunizados con PE-M12-K13 y PE-DgD-K13, respectivamente, tenian
secreciones incrementadas de IFNy y TNFa comparados con los de los grupos de control. El antigeno de fusion PE-
PQGAB-K13, que comprendia el ORF5 y el ORF6 del término N K13, tenia poco efecto en la induccion de
secreciones de IFNy y TNFa (FIGS. 5y 6).

El gen ORF 1b juega un papel importante en la replicacién del virus antes de la proliferacion. Los antigenos de
fusion PE-DgD-K13 o PE-DgD-K3 y PE-ME12-K13 o PE-M12-K3 seran los ingredientes principales mas importantes
para las vacunas de PRRSV.

De acuerdo con los estudios de exposicion a PRRSV vy tests de muestra de sangre previos, se encontr6 que PE-
DgD-K3 era capaz de activar protecciones inmunes en los lechones, evitando que los mismos acusaran viremia.

EJEMPLO 2
Dosificaciones de los Antigenos de Fusion PRRS

Se administré 1 miligramo de antigeno(s) a lechones a la edad de 1, 2, 6 5 semanas, con un total de 3
inmunizaciones. Dos semanas después de la Ultima inmunizaciéon, se midieron los titulos de los anticuerpos
especificos 1gG, IgA, e IgM. Se encontrd6 que el titulo de anticuerpos podia alcanzar un pico después de
inmunizaciones dobles. El titulo de anticuerpos después de 3 inmunizaciones no exhibia mucha diferencia con
respecto al de 2 inmunizaciones.

Cuando se administraron a los lechones 0,05 ~ 0,5 mg, pero preferiblemente 0,1 ~ 0,3 mg, de una composicion de
vacuna que comprendia un antigeno de fusion PE-M12-K13, se indujo una reaccion de anticuerpos suficiente
después de la segunda inmunizacion, y el anticuerpo alcanzaba un pico después de la tercera inmunizacion.

EJEMPLO 3

Proteccion Contra el Enfrentamiento al Virus PRRS por una Composicién de Vacuna en una Formulacién de Mixtura
de PE-M12-K13 y otro(s) Antigenos de Fusién

Animales. Se obtuvieron lechones de una piara en la granja SPF que se test6 periddicamente respecto a PRRSV y
se sabia que estaba exenta de virus por RT-PCR. Antes de los experimentos, se confirmé que las cerdas de la
granja SPF estaban exentas de viremia. Adicionalmente, un test de reactivo de diagnoéstico Index-RRS exhibid
también resultados negativos en las cerdas SPF.

Extraccion del RNA. Para detectar la presencia de PRRSV en los animales, se recogieron fracciones de plasma
sanguineo y se extrajeron los RNAs con un kit NUCLEOSPIN RNA [I™ para RT-PCR. (Macherey-Magel GmbH &
Co. KG, Alemania). Resumidamente, se afiadieron 350 microlitros de solucion RAL1 y 3,5 pl de B-mercapto-etanol a
100 pl de fraccion de plasma. Después que se hubo reducido la viscosidad y se hubo aclarado el lisado por filtracion,
se mezclo el lisado con 350 ul de etanol al 70%. El RNA se adsorbié en una columna de RNA Nucleospin™ por
centrifugacién seguida por lavado. Se aplicaron 95 microlitros de solucion de DNasa a la columna para digestion del
DNA. Después de lavado y centrifugacion repetidos varias veces, se eluyd el RNA con 60 pl de agua exenta de
RNasa.

Deteccion de Virus por RT-PCR. Se realiz6 la RT-PCR utilizando un Kit™ de RT-PCR Onestep (Qiagen® Inc. Calif.)
para detectar la presencia de RNA de PRRSV en animales. Se proporcionaron el cebador directo 5'-CCA GCC AGT
CAA TCA GCT GTG-3' (SEQ ID NO: 3) y el cebador inverso 5-GCG GAT CAG GCG CAC-3' (SEQ ID NO: 4) para la
sintesis de un fragmento de 293 pb. El limite de deteccidn de la RT-PCR por electroforesis en gel de agarosa era
alrededor de 10 copias de PRRSV (TCIDso/ml).

Inmunizacion. Se seleccionaron lechones recién nacidos de 3 ~ 4 cerdas en la granja SPF y se identificaron, se
pesaron y se determiné su sexo individualmente. Los lechones se dividieron aleatoriamente en 6 grupos, constituido
cada grupo por 5 6 6 lechones de cada cerda. Los lechones se vacunaron con una composicién de vacuna que
comprendia uno o mas de un antigeno de fusion (es decir, con o sin combinacién), o portador sobre la base de
estratificacion por peso. La inmunizacién se llevo a cabo dos veces en la etapa lactante a la edad de 4 y 18 dias por
inyeccion intramuscular con 2 ml de una composicion de vacuna que contenia 1 ml de antigeno(s) de fusion (50 ~
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100 pg de cada componente antigénico/dosis) emulsionada en 1 ml de ISA206 (SEPPIC®, Francia),
respectivamente. El grupo de control se generd sin inmunizacién. En la etapa de destete (aproximadamente 3 ~ 4
semanas de edad), cada grupo se desplazé a salas de aislamiento individuales equipadas con acondicionamiento
de aire y ventilacion.

Exposicion a PRRSV. Dos semanas después de la Ultima vacunacion, se expusieron los lechones por via intranasal
a PRRSV después de sedacion con Ketamina (100 mg, inyeccién IM) y se suprimié el reflejo de tos con Lidocaina al
2% (1 ml, instilacién intranasal). Se administré por ruta intranasal 1 ml de in6culo que contenia 1 x 10" dosis
infectadas de cultivo de tejido al 50% (TCIDsg) por ml de la cepa MD-1 reciente de PRRSV. Se expusieron 5
lechones en cada grupo.

RT-PCR Después de Enfrentamiento al Virus. Para detectar el nivel de PRRSV en sangre después de la exposicion
al virus, se ensayaron las muestras de leucocitos de la sangre (la capa superficial de plasma coagulado (‘buffycoat’)
procedente de sangre entera) de los lechones con RT-PCR dos semanas después de la segunda inmunizacién. Las
muestras de leucocitos de la sangre de los lechones se ensayaron de nuevo con RT-PCR para deteccion de PRRSV
los dias 3, 7 y 14 después de la exposicion.

Resultado. Antes de la exposicion al virus, todos los lechones exhibian resultado negativo en el test de la muestra
de sangre por RT-PCR respecto a PRRSV. Por tanto, no existia viremia alguna en el grupo de control antes de la
exposicion a PRRSV. Cinco dias después de la exposiciéon a PRRSV (DPI-5), los lechones del grupo de control
comenzaban a acusar viremia en las muestras de sangre. Aproximadamente 2 semanas después de la exposicion a
PRRSV, todos los lechones en el grupo de control exhibian viremia (Tabla 2, 5 de 5 en BK-1; 6 de 6 en BK-2). La
viremia era detectable durante largo tiempo. Si las muestras de sangre de los lechones presentaban viremia dos
semanas después de la exposicion al RPRRSV era un indice importante para evaluacién de la eficacia de la vacuna.
La ausencia de viremia podria indicar que la vacuna habia ejercido su eficacia. En particular, el grupo vacunado con
la composicién de vacuna que contenia una mixtura de PE-M12-K13, PE-ORF-K13 y PE-DgD-K13 dio como
resultado que so6lo 1 de 6 lechones testados era PRRSV-positivo en la muestra de sangre. Algunos grupos
vacunados con PE-M12-K13 comenzaban a exhibir reaccion de aclaramiento de la viremia el dia 14 después de la
exposicion al virus (DPI-14), como se muestra en la Tabla 2.

La Tabla 2 muestra el resultado posterior a la exposicion a PRRSV para los grupos de animales. En los lechones
vacunados con PE-M12-K13, 1 de cada 3 presentaba viremia el dia 7 después de la exposicion a PRRSV, pero la
viremia se aclaraba el dia 21 después de la exposicién. La composicion como una mezcla de PE-M12-K13, PE-DgD-
K13 y PE-ORFS-K13 dio como resultado que 1 de cada 6 lechones presentaba viremia el dia 7 después de la
exposicion, y la viremia se aclaraba hacia el dia 21 después de la exposicion. Era probable que PE-DgD-K13 (0 -K3)
y PE-M12-K13 (0o -K3) fuesen eficaces en la proteccién de los animales, pero PE-ORF5-K13 (0o -K3) no
proporcionaba proteccion adicional en esta circunstancia.

TABLA 2

Resultados del Test de Viremia después de Exposicion a PPRSV en el Modelo de los Lechones SPF

Experimento No. Composicion de Vacuna No. de Lechones | DPI-2 | DPI-7 | DPI-14 | DPI-21
No. 1 *BK-1 5 1 3 5 2
No. 1 PE-M12-K13 5 2 1 1 0
No. 2 BK-2 6 1 3 6 4
No. 2 PE-DgD-K13, PE-M12-K13, PE-ORF5-K13 6 0 1 1 0

El término *"BK" representa el grupo de control no vacunado.

EJEMPLO 4
Patogénesis Pulmonar por Exposicion a PPRSV

La significacion estadistica en la diferencia del indice de neumonia intersticial entre los grupos de animales
vacunados y no vacunados se determind por un test ANOVA. El andlisis estadistico indicé que los animales
vacunados con la composicion de vacuna formulada con una sola proteina de fusion PE-PRRSV PE-M12-K13
exhibia un grado moderado de gravedad de la neumonia intersticial en el corte del tejido pulmonar.

11
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Con respecto a las composiciones de vacuna que incluian mas de un solo antigeno de fusion PRRSV, los estudios
de la composicién de vacuna que comprendia una mixtura de PE-DgD-K13 y PE-M12-K13 demostraron que la
misma podia proporcionar una proteccion eficaz contra los sintomas pulmonares. Las secciones de tejido pulmonar
de los lechones vacunados con PE-DgD-K13 y PE-M12-K13 exhibian un grado menor de gravedad de la neumonia
intersticial.

En conclusion, se ha demostrado que la composicion de vacuna que comprende PE-M12-K13 presenta las
caracteristicas siguientes:

|. Presenta una reaccion eficaz de aclaramiento de la viremia.

Il. La composicion de vacuna que no contenia ninguna otra proteina estructural de PRRSV era eficaz para
reducir los efectos secundarios que podrian ser inducidos por el virus PRRS.

lll. Capacidad para inducir mecanismos de inmunidad celular. Por utilizacién de ORF 1b, se generaba el
antigeno de la proteina de fusion PE-M12-K13 y exhibia eficacia en la induccién de los animales para producir la
citoquina INFy y TNFa, que eran eficaces en el aclaramiento de la infeccién viral.

12
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> HealthBanks.Co., Lid.

<120> ANTIGENO DE FUSION UTILIZADO COMO VACUNA

<130>= 10003-00002
<140> US 11/948,327

<141= 2007-11-30

<150= US 10/457,574
<151> 2003-06-09

<160> 25

<210= 1
<211> 186

13



ES 2395305 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio PRRSV ORF1b M12 (Nsp y Nsp1l1 parciales) mas K13

<400 1

Asp val Asn Asn Lys Glu Cys Thr val Ala GIn Ala
1 5 10

Asp Lys Phe %g Ala Thr Asp Lys %;g val val asp

Ile Cys Ala Asp Leu Glu Gly igr Ser Sser Pro Leu
35

His Asn Leu Gly Phe Tyr Phe Ser Pro Asp Leu Thr
50 55 60

Leu Pro Ile Glu Leu Ala Pro His Trp Pro val val
65 70 75

Asn Glu Lys Trp gru Asp Arg Leu val Ala Ser Leu
5 90

Lys Tyr Ser Ala Cys Ile Gly Ala Gly Tyr Met

Arg
100 105

val Phe Leu Gly Thr pPro Gly val val ser Tyr Tyr
' 115 120 .

val Lys Gly Glu Ala Gln val Leu Pro Glu Thr val
130 135 140

Arg Ile Glu val Asp Cys Arg Glu Tyr Leu Asp Asp
14 150 155

val Ala Ala Ser Leu Pro His Glu Phe Leu Glu Tyr

165 170

Glu Leu Arg val Glu Leu Lys Asp Glu Leu
180 185

<210=2
<211> 549
=212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio PRRSV ORF1b M12 (Nsp y Nspl1 parciales) mas K13

14

Leu
ser
Pro
45

Gln
Ser
Arg
val
Leu
125
Phe
Arg

Leu

Gly

Leu

30

LyS

Phe

Thr

Pro

Gly

110

Thr

ser

Glu

Lys

Asn
15

Arg
val
Ala
GIn
Leu
95

Pro

LysS-

Thr

Arg

Lys

Gly
._&'la
Ala
Lys
Asn
80

Asp
Ser
Phe
Gly
Glu

160

Asp

175
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=400= 2

gacgtcaata acaaagaatg cacggttgct caggctctgg gcaacgggga taaatttcgt 60
gccacagaca agcgtgttgt agattctctc cgegocattt gtgctgatct ggaagggtcg 120
agctctccge toccgaaggt cgcacacaac ttgggttttt atttttcacc tgacttgaca 180
cagtttgcca aactcccaat agaacttgac ccacactggc cggtggtgtc aacccagaac 240
aatgaaaagt ggccggatcg tctggttgcc agccttcgec ctctcgacaa atacagccge 300
gcgtgcatcg gtgccggcta tatggtgggc ccttcggtgt ttctéggcac tccaggggtc 360
gtgtcatact atctcacaaa gtttgttaag ggcgaggctc aagtgcttcc ggaaacggtc. 420
fftéétaccg gccgaattga ggtagactgc cgtgﬁafatc ttgatg&tcg'tgag;gagaa -480:.
gttgctgcgt ccctcccaca cgaattcctc gagtacctca aaaaagacga actgégtgta 540
gaactgaaa 549
<210=3

<211= 21

<212= DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para deteccion por RT-PCR de PRRSV en la muestra de sangre

=400= 3
ccagccagtc aatcagetgt g 21

<210=4
<211= 15
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para deteccion por RT-PCR de PRRSV en la muestra de sandare

<400> 4
gcggatcagg cgeac 15

=210= 5
<211=12
<212= PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Una secuencia del resto del terminal carboxilo de los antigenos de fusién de PRRSV en los Ejemplos

=400= 5
Lys Lys Asp Leu grg val Glu Leu Lys iap Glu Leu
1

=210=6
<211=13
<212= PRT

15
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Una secuencia del resto del terminal carboxilo de los antigenos de fusion de PRRSV en los Ejemplos

<400> 6

Lys Lys Asp Glu Leu Arg Asp Glu Leu Lys Asp Glu Leu
1 5 10

=210=7
=211=13
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Una secuencia del resto del terminal carboxilo de los antigenos de fusiéon de PRRSV en los Ejemplos

=400=7

Iiys Lys Asp Glu ';eu arg val Glu Leu 1]_-%5 Asp Glu Leu

=210= 8
<211= 39
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Una secuencia del resto del terminal carboxilo de los antigenos de fusién de PRRSV en los Ejemplos

=400= 8
aaaaaagacy aactgagaga tgaactgaaa gacgaactg 39

<210> 0
<211> 4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Una secuencia del resto del terminal carboxilo de los antigenos de fusién de PRRSV en los Ejemplos

=400=9

LysS AsSp Glu Leu
1

=210= 10
=211= 48
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo M12-F1

<400= 10
tggecggtgg tgtcaaccea gaacaatgaa aagtggecgg ategtetg 48

16
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<210= 11
=211= 531
<212= DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo M12-F2

<400 11
cagttigcca aactcecaat agaactigea ccacactgge cggtggtgte a 51

=210= 12
<211= 48
<212= DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo M12-F3

=400= 12
aacttgggtt titattttic acctgacttg acacagtity ccaaacte 48

<210=13
<211= 48
<212> DMNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo M12-F4

<400= 13
gggtegaget ctecgeteoce gaaggtegea cacaacttgg gittitat 48

<210= 14
<211= 45
<212>= DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo M12-F5

<400= 14
tetetcegen ceatttgtge tgatetggaa gagtegaget cteeg 45

=210= 15
<211= 51
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo M12-F6

=400= 15
gataaatttc gtgccacaga caagegtgtt gtagaticte tecgegecat t 51

=210= 16

<211= 42
=212= DNA

17
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo M12-F7

<400= 16
acggttgcte aggetetggg caacggggat aaatttcgty oo 42

<210=17
<211> 42
=212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo M12-F8

<400= 17
cccccogacy tcaataacaa agaatgeacy gttgetcagg ct 42

=210=18

<211> 51

=212> DMNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso M12-R1

<400= 18
geggctgtat tigtcgagag ggegaaggct ggcaaccaga cgatccggec a

<210>19
<211> 48
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso M12-R2

<400= 19
agggceccace atatagecgg caccgatgea cgegeggetg tattigte

=210= 20

<211> 51

<212> DMNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso M12-R3

<400= 20
gtatgacacg accectggag tgcccagaaa cacegaaggg cccaccatat a

<210= 21
=211> 45
<212= DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

18

48

51

51
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<223> Cebador inverso M12-R4

<400 21
agcctegece ttaacaaact tigtgagata gtatgacacyg accce

<210= 22
<211= 51
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso M12-R5

<400= 22

45

tcggecgata ctgaagaceg titccggaag cacttgagec tegeocttaa o

<210= 23
<211= 40
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso M12-R6

<400= 23

gatattcacg geagtctace tcaattcgge cggtactgaa 40

<210= 24
<211= 46
<212= DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso M12-R7

<400= 24
acgcageaac ttetcgetca cgatcatcaa gatattcacg goagte

<210= 25

<211= 45

<212= DMNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso M12-R8

=400= 25
ttttttcteg aggaattegt gtgggaggga cgeageaact toteg

19

45

46

51
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REIVINDICACIONES

1. Un antigeno de fusién especifico para una célula diana que comprende:
a) un resto antigénico;
b) un dominio | de fijacion de la exotoxina A de Pseudomonas;
¢) un dominio Il de translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas; y
d) un resto del terminal carboxilo que comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
KKDELRVELKDEL (SEQ ID NO: 7),
en donde el resto antigénico se deriva del virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) ORF 1b;y
en donde la célula diana es una célula presentadora de antigeno.

2. Un antigeno de fusién especifico para una célula diana que comprende:
a) un resto antigénico que comprende un polipéptido que es el producto de traduccion de un fragmento de
DNA que tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2;
b) un dominio | de fijacion de la exotoxina A de Pseudomonas;
¢) un dominio Il de translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas; y
d) un resto del terminal carboxilo que comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
KKDLRDELKDEL (SEQ ID NO: 5) o KKDELRDELKDEL (SEQ ID NO: 6),
en donde el resto antigénico se deriva del virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) ORF 1b;y
en donde la célula diana es una célula presentadora de antigeno.

3. El antigeno de fusién de la reivindicacion 1 6 2, en el cual el resto antigénico comprende un polipéptido que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

4, El antigeno de fusién de la reivindicacién 1 6 2, en el cual el resto del terminal carboxilo esta conectado al
resto antigénico por un enlazador del sitio de restriccion.
5. Un antigeno de fusion especifico para una célula diana que comprende:
a) un resto antigénico que comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
1.

b) un dominio | de fijacién de la exotoxina A de Pseudomonas;
c¢) un dominio Il de translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas; y
d) un resto del terminal carboxilo que comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos KDEL
(SEQ ID NO: 9), KKDELRDELKDEL (SEQ ID NO: 6) o KKDELRVELKDEL (SEQ ID NO: 7);
en el cual la célula diana es una célula presentadora de antigeno.

6. El antigeno de fusion de la reivindicacion 1 6 5, en el cual la célula diana se selecciona del grupo constituido
por células dendriticas, macroéfagos, células B y monocitos.

7. Una composicién farmacéutica que comprende el antigeno de fusion de la reivindicacién 1 6 5 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

8. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7 que comprende adicionalmente un segundo antigeno de
fusién especifico para una célula diana, en el cual la segunda proteina de fusién comprende:
a) un resto antigénico derivado de PRSSV ORF7;
b) un dominio | de fijacion de la exotoxina A de Pseudomonas;
¢) un dominio Il de translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas; y
d) un resto del terminal carboxilo que comprende un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
KDEL;
en donde la célula diana es una célula presentadora de antigeno.

9. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7 G 8 para uso como medicamento a fin de
inducir una respuesta inmune en un animal contra la infeccién de PRRSV.

10. La composicion de la reivindicacion 9, en la cual el antigeno de fusion es especifico para una célula diana
que es una célula presentadora de antigeno seleccionada del grupo constituido por células dendriticas y
macrofagos.

11. La composicion de la reivindicacion 9, en la cual el antigeno de fusion es especifico para una célula diana
seleccionada del grupo constituido por células B, células dendriticas, monocitos, y macréfagos.
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Plasmido pPE-M12-K13 que contiene un dominio semejante a corona (nspl1l)
localizado en el gen PRRSV orflb

M12 = el dominio semejante a corona de PRRSV nspll

10805 Fragmento subclonado PRRSV ORF1b 11297

DV (sitio Aatll))-3605 a.a. de la secuencia PRRS
DVNNKECTVAQALGNGDKFRATDKRYVDSLRAICADLEGSSSPLPKVA 3650

HNLGFYFSPDLTQFAKLPIELAPHWPVVYSTONNEKWPDRLVASLREPLDKY 370
SRACIGAGYMVGPSVFLGTPGVVSYYLTKFVKGEAQVLPETVFSTGRIEY ars0

DCREYLDDREREVAASLPHEFLEYLKKDELRVELKDEL 3769 44 _EF (sitio ECORL)-LE
(Xho1)-YL-K13

FIG. 1A

SEQ ID NO. 1

AspValAsnAsnlys GluCysThrValAla Gln AlaLeuGlyAsn GlyAspLysPheArg
AlaThrAspLysArg ValValAspSerLeuw ArgAlalleCysAla AsplLeuGluGlySer
SerSerProl euPro LysValAlaHisAsn LeuGlyPheTyrPhe SerProAspLeuThr
GInPheAlalysLeu ProlleGluLeuAla ProHisTrpProVal ValSerThrGInAsn
AsnGluLys TrpPro AspArgleuValAla SerLeuArgProleu Asp LysTyrSerArg
AlaCyslle GlyAla Gly TyrMetValGly ProSerValPheLeu Gly ThrProGlyVal
ValSerTyrTyrLeu ThrLysPheValLys GlyGluAlaGInVal LeuProGluT hrVal
PheSerThrGlyArg lleGluValAspCys ArgGluTyrLeuAsp AspArgGluArgGlu

ValAlaAlaSerLeu ProHisGluPheleu GluTyrLeuLysLys AspGlul euArgVal

GluLeuLysAspGlu Leu

FIG. 1B
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SEQ ID NO. 2
' PE-M12-K13

La secuencia del fragmento de DNA M12-K13

GAC GTCAAT AAC AAA GAA TGC ACG GTT GCTCAG GCTCTG GGC AAC GGG GAT AAATTT
Cé?F‘(l:Ii:CAER GACAAG CGTGTTGTA GATTCTCTC CGC GCCATTTGT GCT GATCTG Gaa
GGG TCGAGC TCTCCG CTC CCG AAG GTC GCACACAAC TTGGGTTTTTAT TTTTCACCT
GAC TTGACACAG TTTGCC ARACTC CCAATA G* CTT GAC CCA CAC TGG CCG GTGGTG
TCAACC CAG AAC AAT GAAAAG TGG CCG GAT CGTCTGGTTGCCAGC CTTCGC CCTCTC
GAC AMATAC AGC CGC GCGTGC ATC GGT GCC GGC TATATGGTG GGC CCT TCGGTGTTT
CTGGGCACTCCAGGGGTC GTGTCATAC TATCTC ACAA.#;G TTITGTT AAG GGC GAG GCT
CAAGTGCTTCCG GAAACG GTC TTCAGT ACC GGC CGAATT GAG GTAGAC TGC CGT GAA
TAT CTT GAT GAT CGT GAG CGAGAAGTT GCTGCGTCC CTC CCACAC GAATTCCTCGAG

Fcom Xhot
TAC CTCAAAAAA GAC GAACTG CGT GTAGAACTG AAA GAC GAACTG TAA

K13

FI1G. 2
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FIG. 3
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ng/ml

~-SBEBBEBEEE

PE-M12-K13

Grupos de inmunizacion

Secrecién de IFNy inducida por inmundgenos en esplenocitos de ratén inmunizado

FIG. 5
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Secrecion de TNFa inducida por inmundgenos en esplenocitos de ratén inmunizado

FIG. 6
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