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DESCRIPCION
Novirhabdovirus recombinantes y usos de los mismos

La presente invencion se refiere al uso de novirhabdovirus como un vector génico, para producir proteinas
recombinantes o para producir vacunas Utiles en peces o en vertebrados superiores.

Los novirhabdovirus son virus de ARN de cadena negativa de la familia Rhabdoviridae.

El género Novirhabdovirus comprende diversas especies patdégenas para animales acuaticos, en particular para
peces.

La estructura del genoma novirhabdoviral es similar a la de los rhabdovirus de mamiferos, pero difiere de éstos por
la presencia de un gen adicional, que codifica una proteina no estructural, denominada proteina NV (de “no virién”),
cuya funcion sigue siendo desconocida en el momento actual.

El genoma novirhabdoviral comprende seis genes, cuya organizacién puede representarse como un diagrama de la
siguiente manera:

3-N-P-M-G-NV-L-5’

N representa el gen que codifica la nucleoproteina asociada con el ARN viral, P representa el gen que codifica la
fosfoproteina asociada con la polimerasa viral, M representa el en que codifica la proteina de matriz, G representa el
gen que codifica la glucoproteina de envoltura G, NV representa el en que codifica la proteina NV y L representa el
gen que codifica la ARN polimerasa viral dependiente de ARN.

Estos genes se separan por regiones intergénicas: cada una de ellas comprende una sefial de terminacién de la
transcripcion/poliadenilacion y una sefal de inicio de la transcripcion, que permite la transcripcion de los genes a
ARNmM individuales, separados por un dinucleétido intergénico no transcrito.

La especie tipo del género es el Virus de Necrosis Hematopoyética Infecciosa (IHNV) que es el agente etiolégico de
una enfermedad grave de varias especies de salmonidos, principalmente en truchas de un afio. Otras especies en el
género incluyen rhabdovirus Hirame (HRV), Virus de Septicemia Hemorragica Viral (VHSV) y rhabdovirus de Cabeza
de serpiente (SKRV). La secuencia genémica completa del IHNV esta disponible en GenBank con el nimero de
acceso L40883; la secuencia gendmica completa del VHSV esta disponible en GenBank con el nimero de acceso
Y18236; la secuencia genémica completa del HRV esta disponible en GenBank con el nimero de acceso AF104985;
la secuencia gendémica completa del SKRV esta disponible en GenBank con el nUmero de acceso AF147498.

Pueden obtenerse novirhabdovirus recombinantes por genética inversa, transfectando conjuntamente una célula
huésped con un ADN complementario antigenémico ADN (ADNc antigenémico), es decir, una copia de sentido
positivo de genoma viral, y con moléculas de ADN que codifican las proteinas virales N, P y L (BIACCHESI y col., J
Virol, 74, 11247-53, 2000), y modificarse su genoma.

Este enfoque también permitié diferentes modificaciones para el genoma novirhabdoviral. Por ejemplo, se ha
mostrado que el gen NV del virus IHN puede suprimirse y reemplazarse por un gen ajeno (BIACCHESI y col., 2000,
citado anteriormente; THOULOUZE y col., J Virol, 78, 4098-107, 2004; documento PCT WO 03/097090). También se
ha mostrado que era posible reemplazar las proteinas estructurales principales (M y G) de IHNV con las de VHSV
(BIACCHESI y col., J Virol, 76, 2881-9, 2002).

También se ha intentado insertar un gen adicional en un novirhabdovirus. (BIACCHESI, Tesis Doctoral:
“GENERATION DE RHABDOVIRUS AQUATIQUES RECOMBINANTS PAR GENETIQUE INVERSE”, UNIVERSITE
PARIS XI ORSAY, 5 de abril de 2002). Se insertd6 una construccion de ADN que contenia un gen ajeno (que
codificaba IL-1-B de la trucha arco iris) flanqueado por una sefal de inicio de la transcripcion y una sefal de
terminacion de la transcripcion/poliadenilacion reconocida por la L polimerasa viral, en el ADNc del IHNV, en la
regién intergénica entre los genes My G del IHNV. Mas especificamente, ya que este gen se introdujo en un sitio de
restriccion de Eagl de origen natural situado entre el extremo de la ORF M y la sefial de terminacién de la
transcripcion del gen M, esta construccion comprendia una secuencia (CCAAGACAGAAAAAAATGGCAC; SEC ID
N2 1) que consistia en el sitio de terminacion de la transcripcion/poliadenilacién predicho del gen M del IHNV
(CCAAGACAGAAAAAAA; SEC ID N¢: 2) seguido del dinucle6tido intergénico no transcrito TG y de la secuencia de
inicio de la transcripcion GCAC, estando dicha secuencia inmediatamente seguida de la ORF de la IL-1-8
flanqueada en 5’ por un sitio de restriccion de Spel, y en 3’ por un sitio de restriccion de Smal.

El virus recombinante (IHNV-IL-1) obtenido de este modo fue capaz de multiplicarse de forma normal en cultivo
celular y fue tan patdégeno en truchas arco iris juveniles como el IHNV de tipo silvestre. Sin embargo, se detectd
solamente ARNm de IL-1f, pero no proteina IL-1-f en las células infectadas. Por otro lado, un IHNV recombinante
similar, que contenia un gen que codifica la proteina verde fluorescente (GFP), acompafado de la misma senal de
inicio de la transcripcién y la misma sefial de terminacién de la transcripcion/poliadenilacion era capaz de expresar
GFP en las células infectadas (BREMONT, Current Topics in Microbiology and Immunology 292: 119-141, 2005).
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Los inventores han encontrado ahora que cuando la secuencia de inicio de la transcripcién GCAC desvelada por
BIAC-CHESI o BREMONT se reemplaza por la secuencia GCACTTTTGTGC (SEC ID N2: 3), el gen adicional no
solamente se transcribe sino que también se traduce, independientemente de su naturaleza, permitiendo la
expresion de una amplia serie de proteinas ajenas.

La presente invencién proporciona por lo tanto novirhabdovirus recombinantes que tienen una o méas unidades de
transcripcion adicionales insertadas en al menos una de las regiones intergénicas del genoma de un novirhabdovirus
huésped. La invencién también proporciona construcciones de ADN recombinantes que permiten obtener dichos
novirhabdovirus recombinantes.

En el presente documento, una “unidad de transcripcion” (denominada también en el presente documento como
“cistrén”) se define como una construccion de ADN que comprende una sefal de inicio de la transcripcién, seguida
de una ORF que codifica una proteina de interés, y una de sefial de terminacién de la transcripcién/poliadenilacion.

La invencion se refiere a una construccion de ADN recombinante que comprende:

a) una regién que comprende una secuencia de terminacién de la transcripcion/poliadenilacion del gen M de
novirhabdovirus, definiéndose dicha region por la siguiente secuencia: VHHAGAYAGAAAAAAA (SEC ID N¢: 4),
enlaque A, T, G, V, He Y tienen su significado habitual en el cddigo de nucledtidos de IUPAC;

b) una regién que comprende una secuencia de inicio de la transcripcion del gen G novirhabdovirus, definiéndose
dicha regién por la siguiente secuencia: GCACDWKWGTGY (SEC ID N%: 5),enlaque A, T, G,C,D,W,Ke Y
tienen su significado habitual en el codigo de nucleétidos de IUPAC;

en la que dicha regién a) estd seguida o dicha regién b) esta precedida de un dinucledtido intergénico no
transgénico de un novirhabdovirus,

c) una regién que comprende una fase abierta de lectura que codifica una proteina de interés.

en la que las regiones a), b) y c) estan dispuestas en un orden seleccionado del grupo que consiste en: a-b-c y b-c-
a.

La secuencia de terminacion/poliadenilacion de la region a) y la secuencia de inicio de la regién b) pueden derivar de
un mismo gen o de dos genes diferentes de un novirhabdovirus. Preferentemente, derivan de uno o dos genes del
novirhabdovirus en los que se pretende insertar la construccién.

El dinucleoétido intergénico no transcrito se selecciona preferentemente entre TG y CG.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de terminacion/poliadenilacion de la region a) y la secuencia
de inicio de la regién b) derivan del novirhabdovirus en el que se pretende insertar la construccién y preferentemente
derivan respectivamente del gen M y G de dicho novirhabdovirus.

Por ejemplo, si se pretende insertar la construcciéon en IHNV, la secuencia de terminacién/poliadenilacién sera
CCAAGACAGAAAAAAA (SEC ID N2 2), y la secuencia de inicio de la transcripcion sera GCACTTTTGTGC (SEC ID
Ne: 3).

Del mismo modo, si se pretende insertar la construccién en VHSV, la secuencia de terminacién/poliadenilacién sera
be ATTAGATAGAAAAAAA (SEC ID N¢: 6), y la secuencia de inicio de la transcripcion serd GCACATTTGTGT (SEC
ID N% 7); si se pretende insertar la construcciéon en HRV, la secuencia de terminacién/poliadenilacién sera
ATCAGATAGAAAAAAA (SEC ID N¢: 8), y la secuencia de inicio de la transcripcién serd GCACATTTGTGT (SEC ID
N2 7); si se pretende insertar la construccion en SKRV, la secuencia de terminacion/poliadenilacion sera
GAAAGACAGAAAAAAA (SEC ID N2: 9), y la secuencia de inicio de la transcripcién sera GCACGAGAGTGC (SEC
ID N2: 10).

En la region c) la fase abierta de lectura que codifica el polipéptido de interés puede estar fusionada opcionalmente
con una fase abierta de lectura que codifica una proteina estructural novirhabdoviral (es decir, N, P, M o G),
preferentemente proteina N. La fusién permite la incorporacion del polipéptido de interés en la particula
novirhabdoviral. Preferentemente, el extremo N terminal del polipéptido de interés esta fusionado con el extremo C
terminal de dicha proteina estructural novirhabdoviral.

Sin embargo, cuando la proteina de interés que se expresa en un novirhabdovirus de la invencion es una proteina
de membrana, tal como una glucoproteina de membrana de un virus con envoltura, ésta puede incorporarse en la
particula viral, sin necesidad de fusionarla con una proteina estructural novirhabdoviral.

El orden las regiones a), b) y ¢) en la construccién de ADN depende de la posicion en la que se pretende insertar
dicha construccion en la region intergénica del novirhabdovirus huésped.

Si la construcciéon va a insertarse entre el extremo de una ORF enddgena y la sefal de terminacion de la
transcripcion/poliadenilacion del gen endogeno correspondiente, el orden sera a-b-c. En este caso, la transcripcion
del gen enddgeno se terminara en la secuencia de terminacién/poliadenilacién de la regién a) de la construccion, y la
transcripcion de la ORF que codifica la proteina de interés se iniciara en la secuencia de inicio de la region b) de la
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construccion y se terminara en la sefal de terminacién/poliadenilacién endogena del gen enddgeno.

Si la construccion se va a insertar entre la sefial de inicio de la transcripcion y el codén de partida de un gen
enddgeno, el orden sera c-a-b. En este caso, la transcripcién de la ORF que codifica la proteina de interés se iniciara
en la sefal de inicio del gen endégeno, y se terminara en la secuencia de terminacion/poliadenilacion de la region a)
y la transcripcién del gen enddgeno se iniciara en la secuencia de inicio de la region b) de la construccion.

Si la construccion se va a insertar entre la sefial de terminacién de la transcripcién/poliadenilacién de un primer gen
enddgeno, y la sefial de inicio de la transcripcion de un segundo gen endégeno, el orden sera b-c-a. En este caso, la
transcripcion de la ORF que codifica la proteina de interés se iniciara en la secuencia de inicio de la region b), y se
terminara por la secuencia de terminacién/poliadenilacion de la regién a) de la construccién.

La presente invencion también proporciona un ADNc antigendmico del genoma de un novirhabdovirus, caracterizado
por que contiene una o mas construcciones de ADN recombinante de la invencion insertadas en una parte de dicho
ADNc comprendido entre el codén de parada de una primera ORF enddgena y el codon de inicio de una segunda
ORF enddgena de un novirhabdovirus huésped.

De acuerdo con una realizacion preferida, dicho ADNc antigenémico contiene dos construcciones de la invencion
insertadas en una parte de dicho ADNc comprendida entre el codén de parada de una primera ORF endoégena y el
codoén de inicio de una segunda ORF enddgena; de acuerdo con otra realizacion preferida mas, dicho ADNc
antigendémico contiene tres construcciones de la invencién insertadas en una parte de dicho ADNc comprendida
entre el coddn de parada de una primera ORF enddgena y el coddn de inicio de una segunda ORF enddgena.

Preferentemente, la primera ORF enddgena es la ORF M, y la segunda ORF enddgena es la ORF G.

La presente invencion también proporciona un novirhabdovirus recombinante que contiene un ARN gendmico
complementario de un ADN antigenémico de la invencién.

La invencién también se refiere al uso de novirhabdovirus recombinantes que tienen una o mas unidades de
transcripcion adicionales insertadas en al menos una de las regiones intergénicas del genoma de un novirhabdovirus
huésped, para producir proteinas de interés en células de vertebrados (preferentemente células de peces) en cultivo,
y/o para obtener vacunas.

Los inventores han encontrado que, cuando contienen una construccion, los novirhabdovirus de la invencion son
capaces de multiplicarse de forma normal en células de peces en cultivo y mantener su capacidad patégena.
Cuando se afiade una segunda construccién, se conserva la capacidad para multiplicarse en cultivos celulares,
mientras se reduce la patogenicidad. La adicion de una tercera construccion no tiene ningun efecto significativo en la
capacidad para multiplicarse en cultivos celulares; tipicamente el novirhabdovirus recombinante de la invencién, que
comprende, una, dos o tres construcciones, puede producirse en cultivos celulares a titulos >10° u.f.p./ml. Por otro
lado, el novirhabdovirus recombinante de la invencion, que comprende tres construcciones tiene una patogenicidad
considerablemente reducida.

Para la produccién de proteinas de interés en células en cultivo, se puede usar un novirhabdovirus que contiene una
0 mas construcciones, preferentemente dos o tres construcciones.

El uso de un novirhabdovirus de la invencion que tiene o dos mas construcciones es de interés particular si se desea
expresar simultaneamente varios polipéptidos, por ejemplo subunidades de una misma enzima, o0 un precurso
inactivo de una proteina activa, y una segunda proteina capaz de convertir dicho precursor en la forma activa. En el
desarrollo de vacunas se forman algunos epitopos protectores solamente cuando se expresan dos o mas
polipéptidos simultdneamente. El uso de un novirhabdovirus de la invencién permitira expresar dichos polipéptidos
para formar los epitopos protectores.

Ademas, como se ha desvelado anteriormente, el hecho de que las proteinas expresadas pueden incorporarse en la
particula viral, es de interés particular para la produccién de vacunas.

Pueden usarse novirhabdovirus de la invencidon que contienen tres 0 mas construcciones como vacunas atenuadas
vivas, para la vacunacion de peces, por ejemplo, salmonidos en el caso de IHNV o VHSV. Pueden administrarse
provechosamente por bafio, es decir, mediante la sencilla adicion de la vacuna al agua en el tanque de cria que
contiene los animales para inmunizar.

Como alternativa, los novirhabdovirus recombinantes o las células que producen el virus pueden usarse como
vacuna inactiva en peces.

Los novirhabdovirus recombinantes de la invencion, y en particular los que se replican a bajas temperaturas tales
como IHNV y VHSV, también pueden usarse como un sistema de suministro de antigenos no replicativo para la
vacunacion de vertebrados superiores, tales como aves y mamiferos. Los inventores han observado de hecho que
cuando se inyecta un IHNV recombinante de la invencién que expresa un antigeno ajeno en un mamifero, dicho
virus es completamente incapaz de replicarse en dicho mamifero, mientras por otro lado, se induce una respuesta
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inmunitaria fuerte contra el antigeno ajeno incorporado en la particula viral, en ausencia completa de adyuvantes
adicionales.

Los inventores también han encontrado que los novirhabdovirus que se replican a temperaturas bajas (de 14 a 20
°C), tales como IHNV y VHSV, son particularmente adecuados para la produccién de proteinas termosensibles que
son dificiles de producir en huéspedes de expresion clasica tales como E. coli, baculovirus, levadura, que
generalmente requieren temperaturas de al menos 25-30 °C para su crecimiento. Son por ejemplo de interés
particular para producir proteinas inmunoprotectoras in vitro, Gtiles como componentes de vacuna. Muchas de estas
proteinas, especialmente las que se originan a partir de organismos patégenos de peces, no pueden expresarse 0o
plegarse en la estructura correcta a la temperatura convencional de la mayoria de los sistemas de expresién
basados en bacterias, levadura, eucariotas y baculovirus.

Por lo tanto, un objeto de la invencién es el uso de un IHNV o VHSV recombinante que comprende una secuencia
heterdloga que codifica una proteina antigénica de interés de acuerdo con la invencién, para expresar in vitro dicha
proteina en un sistema de expresion de baja temperatura.

La invencion proporciona por lo tanto un sistema de expresion in vitro de baja temperatura, caracterizado por que
dicho sistema de expresién comprende un IHNV o VHSV recombinante que comprende al menos una secuencia
heterdloga que codifica una proteina de interés antigénica de acuerdo con la invencién, y una célula de vertebrado
susceptible de infeccién por dicho virus recombinante y capaz de crecer a temperatura baja.

La invencién también proporciona un procedimiento para expresar in vitro una proteina de interés antigénica,
comprendiendo dicho procedimiento:

- infectar una célula de vertebrado susceptible de infeccién por IHNV o VHSV y capaz de crecer a temperatura
baja con un IHNV o VHSV recombinante que comprende al menos una secuencia heteréloga que codifica una
proteina antigénica de interés de acuerdo con la invencién;

- cultivar dicha célula a una temperatura de aproximadamente 14 °C a aproximadamente 20 °C;

- recuperar la proteina antigénica de interés producida por dicha célula.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, dicha célula de vertebrado es una célula de pez, por
ejemplo, una célula de EPC.

Se puede usar un IHNV o VHSV recombinante en el que la secuencia heter6loga se inserta en reemplazo de una
secuencia endogena del novirhabdovirus huésped; sin embargo, se usara preferentemente un IHNV o VHSV
recombinante en el que la secuencia heteréloga se inserta ademas de las secuencias endogenas del
novirhabdovirus huésped. Aln mas preferentemente, se usara un novirhabdovirus recombinante de la invencién, en
el que la secuencia heteréloga es una parte de una unidad de transcripcién adicional insertada en una de las
regiones intergénicas del novirhabdovirus huésped. Un novirhabdovirus preferido es IHNV.

La presente invencién se entendera mas exhaustivamente a partir de la descripcién adicional a continuacién, que se
refiere a ejemplos no limitantes de construccién y de uso de los novirhabdovirus recombinantes de acuerdo con la
invencion.

Ejemplo 1: construccion de novirhabdovirus recombinantes que comprenden uno, dos o tres cistrones
adicionales en la region intergénica m-g

La Figura 1 representa de forma esquematica las diferentes construcciones descritas a continuacion.
Leyenda de la Figura 1:

A: es la construccion plHN inicial que contiene el genoma de ADNc de IHNV de longitud completa. Los siguientes
elementos se representan para esta construccion y se omitiran en los esquemas que muestran las otras
construcciones: prom T7 = promotor de ARN polimerasa T7, & = secuencia delta de hepatitis de ribozima, T7t =
secuencia terminadora de ARN polimerasa T7.

B: pIHN-LUC.

C: pIHN-X.

D: pIHN-LUC-AG

E: inserto generado mediante restriccion de pIHN-X con Eagl

F: pIHN-X-LUC-AG.

G: inserto generado mediante digestion de pIHN-LUC por Spel/Nsil

H: pIHN-X-LUC

I: inserto Eagl/Eagl generado mediante digestion de pIHN-Y.

J: pIHN-X-Y-LUC
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Construccion de los ADNc recombinantes

Las construcciones se llevaron a cabo usando el plasmido pIHNV descrito por BIACCHESI y col. (2000, citado
anteriormente). Este plasmido contiene el ADNc completo del genoma del virus IHN, clonado cadena arriba del
promotor de la ARN polimerasa del fago T7 y cadena abajo de una secuencia de ribozima del virus & de hepatitis y
del terminador de la transcripcion de la ARN polimerasa del fago T7, en el vector pBlueScript SK (Stratagene).

El genoma de ADNc de pIHNV contiene un unico sitio de restriccién Eagl localizado en la region intergénica M-G.
Este sitio de restriccion se usa para insertar un cistron adicional, que codifica un gen de interés, como se representa
en esquema en la Figura 1. Al comienzo y al final del gen de interés, se han introducido respectivamente sitios de
enzimas de restriccion Spel y Smal, para permitir el reemplazo del gen de interés por otro gen. El plasmido pIHNV
se representa en esquema en la Figura 1A.

Construccién de ADNc antigenémicos recombinantes con un cistrén adicional pIHN-LUC (Figura 1B):

pIHN-LUC resulta de la insercion del gen de casete de expresion de luciferasa de Renilla en el sitio Eagl de pIHNV.
Se obtiene de la siguiente manera:

Se amplificd por PCR el gen de Luciferasa de Renilla a partir del vector pBind (Promega GenBank, nimero de
acceso AF264722) usando los siguientes oligonucleotidos:

Eagl Spel RnLuc:

9999CGGCCGCCAAGACAGAAAAAAATGGCACTTTTGTGCACTAGTATGACTTCGAAAGTTTATGATCCA (SEC
ID Ne: 11).

Este oligonucle6tido contiene el sitio de restriccién de Eagl (CGGCCG) seguido de la secuencia de terminacion de la
transcripcion/poliadenilacion del gen M (CCAAGACAGAAAAAAA; SEC ID N 2), del dinucledtido TG y de la
secuencia de inicio de la transcripcion del gen G (GCACTTTTGTGC; SEC ID N 3) seguida de al menos 24
nucledtidos de la luciferasa de Renilla.

Eagl Smal RnLuc:

9999CGGCCGCCCGGGTTATTGTTCATTTTTGAGAACTCG (SEC ID N2: 12).

Este oligonuclettido contiene un sitio de restriccién de Eagl (CGGCCG).

El producto de PCR se digiri6 con enzima Eagl y se insertd en el sitio Eagl de plHNV, lo que conduce a la
construccion de pIHN-LUC, como se muestra en la Figura 2.

El plasmido final se secuenci6 para comprobar la orientacion y la secuencia del fragmento Eagl insertado.

Todos estos plasmidos se secuenciaron para comprobar la orientacion y/o la secuencia de los fragmentos
insertados.

pIHN-X o pIHN-Z (Figura 1C)

Estas construcciones resultan del reemplazo del gen de luciferasa por cualquier otro gen de interés (ejemplificado
por X o Z). Se obtienen por amplificacion por PCR del gen de interés con un conjunto de cebadores que contienen el
sitio Spel en un lado (o un sitio de restriccion compatible como Nhel) y en el otro lado el sitio Smal (o un sitio de
restriccion de extremos romos compatibles).

Para pIHN-X, el fragmento Spel/Smal que contiene la fase abierta de lectura de luciferasa se reemplaza con un
fragmento de PCR Nhel/EcoRV compatible que contiene el gen de interés X. La construccion plHN-X resultante ha
perdido los sitios de restriccion Spel y Smal.

De forma similar, la construccion pIHN-X se obtiene a partir de pIHN-Luc por el reemplazo del fragmento Spel/Smal
que contiene el gen Luc por el fragmento de PCR Spel/Smal que contiene el gen Z. Esta construccion se denomina
pIHN-Z.

Construccion de ADNc antigenédmicos recombinantes con dos cistrones adicionales

pIHN-X-LUC (Figura 1D a 1H)

El fragmento Smal/Agel se retira del plasmido pIHN-LUC, dando como resultado la eliminacién de uno de los dos
sitios Eagl y la delecién del gen G. La construccion intermedia obtenida de este modo se denomina pIHN-LUC-AG
(Figura 1D).

El casete de expresion de X se obtiene por la digestion con enzima de restriccion Eagl de pIHN-X (Figura 1E).
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Este inserto se liga con pIlHN-LUC-AG digerido con Eagl, dando como resultado la construcciéon pIHN-X-LUC-AG
(Figura 1F). Casualmente después del ligamiento de los dos fragmentos de Eagl que condujo a la construccion
pIHN-X-LUC-AG se genero un sitio de restriccion Notl Unico entre las unidades de expresion de X y Luc.

Finalmente, el fragmento Spel/Nsi de la construccion plIHN-X-LUC-AG se reemplaza con el fragmento
correspondiente que contiene el gen G obtenido de la construccion pIHN-LUC, por digestién con Spel/Nsil (Figura
1@G). La construccién resultante se denomina pIHN-X-LUC (Figura 1H).

Construccion de ADNc antigendmicos recombinantes con tres cistrones adicionales

p1HN-X-Y-LUC (Figura 1l y 1J)
El plasmido pIHN-Y se obtiene como se ha descrito para pIHN-X.

pIHN-Y se digiere con Eagl y se recupera el inserto Eagl/Eagl (Figura 11) y se inserta en plHN-X-LUC previamente
digerido con Nofl. La construccion obtenida de este modo se denomina pIHN-X-Y-LUC (Figura 1J).

pIHN-X-Y-Z

Esta construccion se obtiene por el reemplazo del fragmento Spel/Smal de pIHN-X-Y-LUC que contiene el gen Luc
por el fragmento Spel/Smal que contiene el gen Z recuperado de plHN-Z.

Produccién de los virus recombinantes:

Se construyeron tres plasmidos de expresion que comprendian respectivamente los genes codificantes de la
nucleoproteina N, la fosfoproteina P y la ARN polimerasa dependiente de ARN L de IHN, como se describe en
BIACCHESI y col. (2000, publicacion mencionada anteriormente). Estas construcciones se denominan
respectivamente pT7-N, pT7-Py pT7-L.

Los 3 plasmidos, pT7-N, pT7-P y pT7-L (a dosis respectivas de 0,25 ug; 0,2 ug y 0,2 ug, y se introduce uno de los
plasmidos pIHN-LUC, pIHN-X o Z, pIHN-X-LUC, pIHN-X-Y-LUC o pIHN-X-Y-Z a la dosis de 1 ug, por transfeccion en
presencia de lipofectamine (GIBCO-BRL), en células EPC (epitelioma papuloso ciprinido) infectado previamente con
un virus vaccinia recombinante que expresa la ARN polimerasa del fago T7 (vTF7-3, FUERST vy col. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 92, 4477-4481, 1986).

Después de la transfeccion, las células se incuban durante 5 horas a 37 °C y después se lavan con medio de cultivo
MEM (sin suero) y se incuban durante 7 dias a 14 °C en medio de cultivo MEM que contiene suero de ternero fetal al
2 %. Las células y el sobrenadante se congelan/descongelan, y se clarifican por centrifugacion durante 10 minutos a
10.000 rpm. El sobrenadante se usa a una dilucion 1/10 para infectar una capa de células EPC. Los virus se
producen en el sobrenadante 3-4 dias después de la infeccion.

Se produjeron diferentes virus INH recombinante, que tenian uno, dos o tres cistrones adicionales. Se enumeran
respectivamente las Tablas I, Il y lll a continuacion.

TABLA |
rIHNV Casete Objetivo
CAP CAP Proteccion frente a SDV
6KE1 6KE1 Proteccion frente a SDV
CAP-E3E2 CAP-E3E2 Proteccion frente a SDV
E3E2 E3E2 Proteccion frente a SDV
E3E2-6KE1 E3E2-6kE1 Proteccion frente a SDV
IL1B IL1B Inmunoestimulacién
GvHsv GvHsv Proteccion frente a VHSV
AG-GyHsy GvHsv Proteccion frente a VHSV
LUCkre LUCkr Bioluminiscencia
LUCgn LUCrn Bioluminiscencia
EGFP EGFP Proteina indicadora
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(continuacién)

rIHNV Casete Objetivo
N-LUCi N-LUC Incorporacion de proteina ajena
N-EGFP N-EGFP Incorporacion de proteina ajena
P-Luci P-Luci Incorporacion de proteina ajena
P-EGFP P-EGFP Incorporacion de proteina ajena
M-Luci M-Luci Incorporacion de proteina ajena
M-EGFP M-EGFP Incorporacion de proteina ajena
Gvhsy -LUC Vyhsy -LUC Incorporacion de proteina ajena
Gvhsv -EGFP | Vyusy -EGFP | Incorporacién de proteina ajena
NV-EGFP NV-EGFP Incorporacion de proteina ajena
NVmyc NV myc Papel de NV
HAsav HA ISAV Proteccion frente a ISAV
F5isav F5 ISAV Proteccion frente a ISAV
VP2ipny VP2 IPNV Proteccion frente a IPNV
VP2gpv VP2 IBDV Proteccion frente a IBDV
TABLA I
rIHNV 12 casete | 2°casete Objetivo
2C Gvrsv/LUC Gvhsv LUC Proteccion frente a VHSV/Bioluminiscencia
2C VP2/LUC VP2pny LUC Proteccion frente a IPNV/Bioluminiscencia
2CHA/LUC HA ISAV LUC Proteccion frente a ISAV/Bioluminiscencia
2C HA/CAP-E3E2 | HAISAV | CAP-E3E2 Proteccion frente a SDV/ISAV
2C HA/E3E2-6KE1 | HA ISAV | E3E2-6KE1 Proteccion frente a SDV/ISAV
TABLA I
rIHNV 12 casete | 2°casete 3¢ casete Objetivo
3C2 Gvhsv/HA/LUC Gvhsv VP2 IPNV LUC Proteccion frente a IHNV/VHSV/IPNV
3C Gvrsv/IL1B/LUC Gvhsv IL1B LUC Inmunoestimulacion de IHNV/HSV
3C1 HA/F5/LUC HA ISAV | F5ISAV LUC Proteccion frente a IHNV/ISAV
3C3 HA/VP2/LUC HA ISAV | VP2 IPNV LUC Proteccion frente a IHNV/ISAV, IPNV
3C20 HA/IL1B/LUC HA ISAV IL1B LUC Immunoestimulacion y Proteccion frente a
IHNV/ISAV.
3C14 HA/VP2/CAP-E3E2 | HA ISAV | VP2 IPNV | CAP-E3E2 Proteccion frente a IHNV/ISAV/IPNV/SDV
3C15 HA/VP2/E3E2-6KE1 | HAISAV | VP2 IPNV | E3E2-6KE1 Proteccion frente a IHNV/ISAV/IPNV/SDV
3C10 HA/F5/CAP-E3E2 | HAISAV | F5ISAV | CAP-E3E2 Proteccion frente a IHNV/ISAV/VHSV
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(continuacion)

Leyenda de las tablas

SDV: Virus de la Enfermedad del Suefio

ISAV: Virus de la Anemia Infecciosa del Salmén
VHSV: Virus de la Septicemia Hemorragica Viral
IBDV: Virus de la Bursitis Infecciosa

IPNV: Virus de la necrosis pancreatica infecciosa
6KE1: gen de la glucoproteina E1 de SDV

CAP: gen de la capsida de SDV

E3E2: gen de la glucoproteina E2 de SDV
EGFP: Proteina verde fluorescente potenciada
F5: gen F de ISAV

Gvnsv: gen de glucoproteina G de VHSV

HA: gen de HA de ISAV

IL1B: Interleucina 1 de la trucha arco iris

LUCke: Luciferasa de luciérnaga LUCRrg: luciferasa de Renilla
VP2: gen de VP2 de IPNV

AG: supresion del gen G de IHNV

Ejemplo 2: multiplicacion en cultivo celular de novirhabdovirus recombinantes que comprenden uno, dos o
tres cistrones adicionales.

Las reservas virales de cada uno de los virus producidos estan constituidas por pases sucesivos en cultivo de
células (EPC) del sobrenadante tomado 7 dias después de la transfeccién (sobrenadante PO). Las células se
infectan con dilucién 1/100 del sobrenadante clarificado. Después de 3 pases, se retiran los sobrenadantes cuando
la capa de células se destruye por el efecto citopatico del virus; esto sucede habitualmente de 3 a 6 dias después de
la infeccion. Las reservas virales se titulan después por dilucién limitante.

La Figura 3 muestra ejemplos de titulo viral de diversos virus recombinantes en cultivo de células EPC. Aunque el
titulo viral para todos los virus recombinantes esta en el mismo intervalo (108 UFP/ml), los virus recombinantes que
comprenden tres unidades de expresion adicionales tienen un crecimiento mas lento en comparacién con el virus de
tipo silvestre. En general se tarda seis dias en obtener un efecto citopatico completo en células EPC en lugar de tres
dias para el IHNV de tipo silvestre.

Ejemplo 3: expresion de proteinas de interés en novirhabdovirus recombinantes de la invencion
Se produjeron proteinas de interés usando los IHNV recombinantes enumerados en las Tablas I, 1l y lll.

IHNV recombinante que expresa las proteinas estructurales del virus de la enfermedad del suefio

Se infectan células EPC con IHNV de tipo silvestre, IHNV-6KE1, IHNV-CapE3E2 o IHNV-E3E26KE1 a una MOI
(multiplicacién de infeccion) de 0,02 (0,02 UFP/célula). Las células se lisan 48 horas después de la infeccién, y los
lisados se analizan por transferencia de Western usando un anticuerpo monoclonal dirigido contra la glucoproteina
E1 de SDV.

Los resultados se muestran en la Figura 4: Carril 1: IHNV-E3E26KE1; Carril 2: IHNV-CapE3E2; Carril 3: IHNV-6KET;
Carril 4: IHNV de tipo silvestre.

IHNV recombinante que expresa la glucoproteina hemaglutinina (HA) de virus de la anemia infecciosa del salmén

(ISAV)

Se infectan células EPC con IHNV de tipo silvestre o IHNV-HAsay, como se ha descrito anteriormente. Las células
se lisan 2 dias después de la infeccidn, y los lisados se inmunoprecipitan con anticuerpo monoclonal anti-HA y se
analizan por transferencia de Western usando un anticuerpo policlonal dirigido contra la glucoproteina HA de ISAV.

Los resultados se muestran en la Figura 5: Carril 1: IHNV de tipo silvestre; Carril 2: IHNV-ISAV HA.

INHV recombinante que expresa la glucoproteina G del virus de la septicemia hemorragica viral (VHSV) fusionada
con una proteina indicadora

Se infectan células EPC, como se ha descrito anteriormente, con IHNV de tipo silvestre, IHNV-Gynsy, IHNV-
Gvhsv/LUCRgr, IHNVGvHsv/EGFP, o con el sobrenadante de células EPC no infectadas (infectadas con simulacion).
Las células se lisan 2 dias después de la infeccion, y los lisados se analizan por transferencia de Western usando un
anticuerpo monoclonal dirigido contra la glucoproteina G de VHSV.
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Los resultados se muestran en la Figura 6: Carril 1: IHNV de tipo silvestre; Carril 2: IHNV-Gynsy; Carril 3: IHNV-
Gvhsv/LUCRgg; Carril 4: IHNV-Gyusw/EGFP. Las bandas observadas son coherentes con el tamafo esperado para
respectivamente glucoproteina G de VHSV y las proteinas de fusiéon Gyusv/LUCRr y Gvrsv/EGFP.

IHNV recombinante que expresa VP2 del virus de la bursitis infecciosa (IBDV)

Se infectan células EPC, como se ha descrito anteriormente, con IHNV-VP2;gpy 0 con el IHNV de tipo silvestre. 24
horas después de la infeccion se detecta la expresion de VP2 IBDV usando ensayo de Inmunofluorescencia
indirecta. Las células se fijan y se permeabilizan en un bafno de -20 °C de metanol al 50 % y acetona al 50 % durante
15 minutos en un congelador. Las células fijadas se incuban después durante una hora con dilucion 1:400 de un
anticuerpo monoclonal dirigido contra VP2 IBDV. Después de una etapa de lavado las células se incuban durante 45
minutos con un anticuerpo anti IgG de ratén conjugado con fluoresceina (FITC). Después de una etapa de lavado
para eliminar anticuerpos no unidos las células se examinan con respecto a tincion de fluoresceina con un
microscopio éptico de UV y se fotografian con una camara acoplada a ordenador (Nikon).

La Figura 7 muestra el marcaje especifico de proteina VP2 en el citoplasma de células infectadas con IHNV-VP2gpy.
No puede detectarse fluorescencia en células infectadas por IHNV.

IHNV recombinante que expresa la proteina F de ISAV

Se infectan células EPC, como se ha descrito anteriormente con IHNV-F5;sa. 36 horas después de la infeccion, las
células se tratan para inmunofluorescencia indirecta como se ha descrito anteriormente usando un anticuerpo
dirigido contra la proteina F de ISAV.

Los resultados mostrados en la Figura 8 demuestran la expresién de la proteina F de ISAV en células infectadas por
IHNV-F5;sa.

IHNV recombinante que expresa HA de ISAV y VP2 de IPNV

Se infectan células EPC, como se ha descrito anteriormente con IHNV-3c3 (HA/VP2/LUC). 36 horas después de la
infeccion, las células se tratan como se ha descrito anteriormente usando un anticuerpo policlonal dirigido contra la
proteina HA de ISAV y un anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina VP2 de IPNV. El anticuerpo monoclonal
primario se revela con anticuerpos anti-IgG de raton conjugado con fluoresceina (FITC) y el anticuerpo policlonal de
conejo primario contra la proteina HA se revela con anticuerpo anti-conejo conjugado con TRITC.

Los resultados se muestran en la Figura 9: panel izquierdo: mAb anti VP2 de IPNV; panel derecho: Policlonal anti
HA de ISAV.

Esta tincion de inmunofluorescencia doble muestra que las células infectadas por IHNV-3cs expresan
simultdneamente la HA de ISAV y la VP2 de IPNV.

Ejemplo 4: incorporacion de una glucoproteina de membrana ajena en la particula viral de ihnv
recombinante.

Se infectan células EPC, como se ha descrito en el Ejemplo 3, con IHNV-F5;sa, 0 se infectan con simulacion.

3 dias después de la infeccion, se recupera el sobrenadante sin células, y el virus recombinante se purifica de dicho
sobrenadante usando un gradiente de sacarosa. El virus purificado se carga en un gel de SDS-PAGE. Las proteinas
virales se analizan por transferencia de Western usando un anticuerpo policlonal dirigido contra la glucoproteina
ISAV-F. Se usaron células infectadas con ISAV como un control positivo.

Los resultados se muestran en la Figura 10. Estos resultados demuestran que la proteina F de ISAV se incorpora en
las particulas virales de IHNV recombinantes.

Se obtuvieron resultados similares cuando se realizaron analisis de incorporacion con HA de ISAV y glucoproteina G
de VSHV respectivamente en virus recombinantes IHNV-ISAV HA y IHNV-VSHV G purificados.

Ejemplo 5: incorporacion de una proteina no de membrana ajena en la particula virual de ihnv recombinante

La posibilidad de incorporar fisicamente una proteina no de membrana en la particula viral de IHNV se evalia
usando dos proteinas indicadoras no de membrana: la EGFP y la luciferasa de renilla.

Se construyen genes quiméricos que codifican una de las proteinas estructurales del virus IHNV (N, P, M, G) o la
proteina NV no estructural, fusionada por su extremo C terminal con el extremo N terminal de la EGFP o de la
luciferasa de renilla.

Se introdujo un sitio de enzima de restriccion Spel en ambos extremos de cada gen quimérico para permitir su
insercién en el sitio de restriccion Spel Unico de las construcciones pIHNV LUC o la pIHNV EGFP.
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Se obtuvieron las siguientes construcciones: pIHNV N-EGFP, pIHNV G-EGFP, pIHNV M-EGFP o pIHNV NV-EGFP,
pIHNV N-LUC, pIHNV G-LUC, pIHNV P-LUC, pIHNV M-LUC o pIHNV NV-LUC.

Se obtienen IHNV recombinantes a partir de estas construcciones, como se ha descrito en el Ejemplo 1 anterior.
IHNV recombinante que expresa proteina N, G, M o NV en fusion con la parte N terminal de la EGFP

Se infectan células EPC con IHNV N-EGFP, IHNV G-EGFP, IHNV M-EGFP o IHNV NV-EGFP. 24 horas después de
la infeccién, las células se examinan directamente con respecto a la expresion de las proteinas de fusion de EGFP
usando un microscopio de exploracion de laser confocal (CLSM).

Los resultados se muestran en la Figura 11: A: IHNV N-EGFP; B: IHNV G-EGFP; C: IHNV M-EGFP; D: IHNV NV-
EGFP. La G-EGFP y la M-EGFP tienen localizacién de membrana de acuerdo con la localizacién esperada de las
proteinas G y M, mientras que la NV-EGFP parece acumularse en el nucleo de las células infectadas y se descubre
que la N-EGFP es citosdlica.

IHNV recombinante que expresa la proteina N, G, M o NV en fusion con la parte N terminal de la Luciferasa

Se infectan células EPC con IHNV Luc, IHNV N-LUC, IHNV G-LUC, IHNV M-LUC o IHNV NV-LUC. 4 dias después
de la infeccién, se recupera el sobrenadante sin células, y el virus recombinante se purifica a partir de dicho
sobrenadante usando un gradiente de sacarosa. La concentracion de proteina total de cada virus purificado se midié
usando un ensayo de unién a colorante colorimétrico (Bradford). Después se ensay6é un microgramo de cada virus
purificado con respecto a la actividad luciferasa para determinar qué proteina estructural es mas adecuada para la
incorporacion de luciferasa en la particula viral.

El resultado de la Figura 12 muestra que la fusion de una proteina no de membrana ajena (luciferasa en este caso)
con la proteina N es la mejor estrategia para incorporar esta proteina en la particula viral de IHNV.

Ejemplo 5: expresion de una proteina de interés en truchas vivas

Los peces se infectan por inmersion en bafio con rIHNVLUC, de acuerdo con el siguiente protocolo: los peces
jovenes se sitlan en tanques de cria en un volumen pequefio de agua (3 litros de agua por cada 100 peces jévenes,
peso medio de 1 g). El rIHNVLUC se afade al agua del tanque a una concentracién final de 5 x 10* UFP/ml (UFP =
unidad formadora de placas). Después de incubaciéon durante 2 horas, los tanques se llenan y se reestablece la
circulacion del agua.

A los 4 dias después de la infeccion, los peces se sumergen en un bafio que contiene un sustrato de luciferasa
(Sustrato de Células Vivas EnduRen™, Promega) y se someten a captura de imagenes por CCD después de
anestesiarse, para evaluar la actividad luciferasa.

Los resultados se muestran en la Figura 13.

A: i: peces infectados por rIHNVLUC, bafo de sustrato de luciferasa; 1: peces infectados con simulacion, sin
bafo de sustrato de luciferasa; 2: peces infectados con simulacién, bafo de sustrato de luciferasa; 3: peces
infectados por rIHNV, bafo de sustrato de luciferasa; 4: peces infectados por rIHNVLUC, sin bafio de sustrato de
luciferasa.

B: Imagen original de la luz producida por la oxidacion de la luciferasa de renilla de su sustrato coelenterazina. La
intensidad de la luz emitida se correlaciona directamente con el nivel de la expresién de luciferasa de renilla y
con la replicacion viral de IHNV-LUC en la trucha viva.

C: Senales de bioluminiscencia superpuestas sobre la imagen A.

Ejemplo 6: patogenicidad de los novirhabdovirus recombinantes que comprenden uno o tres cistrones
adicionales

La patogenicidad de los novirhabdovirus obtenida como se ha descrito en el Ejemplo 1 anterior se evalta por
infecciones experimentales en trucha arco iris (Oncorhyncus mykiss).

Los virus ensayados son los siguientes:

rIHNV: wt

rlIHNV: 6K-E1 SDV

rlIHNV: E3-E2 SDV

rlIHNV: Cap-E3-E2 SDV

rlIHNV: E3-E2-6K-E1 SDV

rlIHNV: LUCRN

rIHNV: G-VSHV

rlIHNV 3C1: HA/F5/LUCRN;
rlIHNV 3C20: HA/ILB/LUCRN;
rlIHNV 3C14: HA/VP2/Cap-E3-E2;

11
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rIHNV 3C15: HA/VP2/E3-E26KE1

Truchas jévenes son infectadas por bafio con 5 x 10* UFP/ml de uno de estos virus, de acuerdo con el protocolo
descrito en el Ejemplo 5 anterior, y se controla la mortalidad.

Los resultados se muestran en la Figura 14.

Estos resultados muestran que la patogenicidad de los virus esta ligada al nUmero de cistrones adicionales. Aunque
la presencia de un cistron solamente induce en la mayoria de los casos una reduccién ligera o moderada de la
patogenicidad, la presencia de tres cistrones adicionales induce una atenuacion drastica de la capacidad patdgena.

Ejemplo 7: propiedades de vacuna en peces de los novirhabdovirus recombinantes de la invencion

Para establecer si los virus recombinantes atenuados por la presencia de tres cistrones adicionales pueden usarse
para preparar vacunas, se ensay6 su capacidad para proteger peces jovenes contra una exposicién posterior al
aislado viral de IHNV patégeno 32/87.

En un primer experimento, se exponen truchas jovenes inmunizadas por bafio con rIHNV 3C1, 3C20, 3C14 o 3C15,
en las mismas condiciones que en los ensayos de patogenicidad descritos en el Ejemplo 6, a IHNV 32/87 bien por
bafio 46 dias después, o bien por inyeccion intraperitoneal dos meses después. La mortalidad se controla durante un
periodo de 58 dias.

Exposicion por bafo:

46 dias después de haber recibido IHNV 3C1, 3C20, 3C14 o 3C15, o nada los peces se infectan por bafio con 10°
ufp/ml de IHNV 32/87.

Exposicion por inyeccion:

Dos meses después de haber recibido IHNV 3C1, o una inmunizacién de simulacion, se exponen lotes de 20 truchas
jovenes con el recombinante candidato a vacuna por inyeccion intraperitoneal al aislado viral de IHNV patégeno
32/87 (10° ufp/pez).

Los resultados se muestran en la Figura 15.

En el caso de exposicion por bafio, el 100 % de las truchas expuestas inmunizadas con IHNV 3C1, 3C20, 3C14 o
3C15, y el 98 % de las inmunizadas por IHNV 3C20 sobreviven a la exposicion, mientras que solamente el 20 % de
las truchas inmunizadas con simulacidén sobreviven.

En el caso de la exposicién por inyeccién, el 100 % de las truchas expuestas inmunizadas con IHNV 3C1
sobreviven, mientras que solamente el 6 % de las truchas inmunizadas con simulacién sobreviven.

Ejemplo 8: uso de sistema de ihnv recombinante como un vector de vacuna en especies de mamifero

Replicacién de IHNV recombinante en células cultivadas de diversas especies

Se infectan células EPC, asi como células de diversas especies de vertebrados superiores (células epiteliales de
pulmoén humano A549; células de rifidn porcino PK15; células de rifndn de conejo RK13; fibroblastos de ratén 3T3;
células de embrién de pollo del intestino CEV-I (ATCC CRL10495) con IHNV-LUC recombinante a alta multiplicidad
de infeccion (5 UFP/célula). Las células se incuban a 14 y 28 °C durante tres dias.

Al final del tiempo de incubacién se mide la expresion de luciferasa usando un luminémetro y el sistema de Ensayo
de luciferasa de Renilla (Promega) siguiendo el protocolo del fabricante.

Los resultados se muestran en la Figura 16.

La intensidad de la luz, que se representa en el eje Y en Unidades de Luciferasa (ULR), es proporcional a la
concentracién de luciferasa en el lisado celular y por lo tanto a la replicacion viral.

La luminiscencia detectada en las células no infectadas se corresponde con la luminiscencia de fondo provocaba por
la oxidacién no enzimatica del sustrato de Renilla coelenterazina.

Estos resultados muestran que se produce replicacion significativa de IHNV-LUC recombinante en varias lineas
celulares a 14 °C en comparacién con la replicacién en las células de peces EPC. Sin embargo, a 28 °C, las células
ensayadas incluyendo las células EPC son incapaces de replicar el virus IHNV-LUC.

Administracion de IHNV recombinante in vivo en ratones

Para ensayar la replicacion de IHNV en mamiferos vivos, los ratones se inoculan con una gran cantidad de virus

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2509350 T3

IHNV-LUC recombinante (5x10° ufp/raton).

28 dias después de la inoculacién, se comprueba la actividad luciferasa en los sueros de ratones. No se detecta
actividad luciferasa, lo que confirma los resultados obtenidos en los cultivos celulares.

Por lo tanto, IHNV es de hecho un virus inactivado de forma natural en vertebrados superiores.

En un segundo experimento, se inoculan 15 ratones por via intradérmica con el IHNV 3C1 recombinante
(HA/F5/LUC) (1 ug de virus purificado/ratén). 5 ratones de control reciben el tampon de TNE. Cuatro semanas
después de la inoculacion el suero de los ratones inoculados se ensay6 con respecto a la presencia de respuesta de
anticuerpo contra virus IHN de tipo silvestre usando ensayo de ELISA, con una placa revestida con virus IHN
purificado.

15 de los 15 ratones inoculados con IHNV 3C1 recombinante, y ninguno de los 5 ratones en el grupo de control,
tuvieron resultados seropositivos del ensayo para IHNV.

Ademas, el suero de uno de los ratones inoculados con IHNV 3C1 recombinante diluido a 1/500 se ensayé en
transferencia de Western frente a un lisado de células infectadas con ISAV, un lisado de células infectadas con
simulacion, y un extracto proteico completo de IHNV-HA recombinante.

Como control, un anticuerpo policlonal dirigido contra la glucoproteina HA de ISAV diluida a 1/500 se ensay6 en
transferencia de Western contra los mismos antigenos.

Los resultados se muestran en la Figura 17.

A: Transferencia de Western con el anticuerpo policlonal dirigido contra la glucoproteina HA de ISAV;
B: Transferencia de Western con el suero de ratones inoculados con IHNV 3C1 recombinante.

Estos resultados muestran que el suero de los ratones inoculados contiene anticuerpos dirigidos contra diferentes
proteinas de IHNV 3C1 y, en particular, contiene anticuerpos dirigidos contra la glucoproteina HA del virus ISA.

Por lo tanto, el sistema de IHNV ofrece la posibilidad de producir econémicamente altos niveles de antigenos que se
presentaran con seguridad en su forma nativa para vacunacion de especies de mamifero contra diversos patégenos.
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REIVINDICACIONES
1. Una construccién de ADN recombinante que comprende:

a) una regién que comprende una secuencia de terminacién de la transcripcion/poliadenilacion del gen M de
novirhabdovirus, estando definida dicha regién por la siguiente secuencia: VHHAGAYAGAAAAAAA (SEC ID N2
4),enlaque A, T, G, V, He Y tienen su significado habitual en el cédigo de nucleétidos de IUPAC;

b) una regidon que comprende una secuencia de inicio de la transcripcion del gen G de novirhabdovirus,
definiéndose dicha regién por la siguiente secuencia: GCACDWKWGTGY (SEC ID N2%: 5), enla que A, T, G, C,
D, W, K e Y tienen su significado habitual en el cédigo de nucleétidos de IUPAC;

en la que dicha region a) esta seguida o dicha regién b) esta precedida por un dinucleétido intergénico no
transgénico de un novirhabdovirus,

c) una regién que comprende una fase abierta de lectura que codifica una proteina de interés;

en la que las regiones a), b) y ¢) se disponen en un orden seleccionado del grupo que consiste en: a-b-c y b-c-a.

2. Un ADNc antigenémico del genoma de un novirhabdovirus, caracterizado porque contiene una o mas
construcciones de ADN recombinantes de la reivindicacion 1, insertada en una parte de dicho ADNc comprendida
entre el codén de parada de una primera ORF endogena y el codén de inicio de una segunda ORF endoégena del
novirhabdovirus huésped.

3. Un ADNc antigendémico de la reivindicacién 2, que contiene dos construcciones de la reivindicacién 1.
4. Un ADNc antigendémico de la reivindicacion 2, que contiene tres construcciones de la reivindicacion 1.

5. Un novirhabdovirus recombinante que contiene un ARN gendmico complementario de un ADNc antigenémico de
cualquiera de las reivindicaciones 2 o 4.

6. Un novirhabdovirus recombinante que contiene un ARN genémico complementario de un ADNc antigenémico de
la reivindicacion 4.

7. Un novirhabdovirus recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6, que es un IHNV recombinante.

8. El uso de un novirhabdovirus recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 para producir proteinas de
interés en células de peces en cultivo.

9. Un novirhabdovirus recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7 para uso como una vacuna
atenuada viva.

10. Un novirhabdovirus recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 para uso como un sistema de
administracion de antigeno para la vacunacion de aves o mamiferos.

11. El uso de un IHNV o VHSV recombinante que comprende una construccién de ADN recombinante de la
reivindicaciéon 1, que codifica una proteina antigénica de interés, para expresar dicha proteina in vitro en un sistema
de expresion de baja temperatura.

12. Un sistema de expresion in vitro de baja temperatura, caracterizado porque dicho sistema de expresion
comprende un IHNV o VHSV recombinante que comprende al menos una construccién de ADN recombinante de la
reivindicaciéon 1, que codifica una proteina antigénica de interés y una célula de vertebrado susceptible de infeccion
por dicho virus recombinante y capaz de crecer a baja temperatura.

13. Un procedimiento para expresar in vitro una proteina antigénica de interés, comprendiendo dicho procedimiento:
infectar una célula de vertebrado susceptible de infeccion por IHNV o VHSV y capaz de crecer a baja temperatura
con un IHNV o VHSV recombinante que comprende al menos una construccion de ADN recombinante de la
reivindicacién 1, que codifica una proteina antigénica de interés;

- cultivar dicha célula a una temperatura de aproximadamente 14 °C a aproximadamente 20 °C; recuperar la
proteina antigénica de interés producida por dicha célula.
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