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DESCRIPCION
Proteinas capsidiales VP1 modificadas del parvovirus B19

La presente invencion se refiere a proteinas y particulas capsidiales del parvovirus B19 modificadas, a sus usos y a
la preparacion de medicamentos que incluyen vacunas para el tratamiento de enfermedades asociadas al parvovirus
B19.

El parvovirus B19 se descubrié en 1975 como causante de infecciones sistémicas en adultos que eran asintomaticos
o tenian sintomas leves no especificos tales como cefalea, pirexia, malestar, fatiga y mialgia (1, 2, 3). En 1984 el
parvovirus B19 se identific6 como el agente etiolégico de eritema infeccioso, también conocidos como quinta
enfermedad (4). El virus se extiende a nivel mundial pero se limita exclusivamente a huéspedes humanos. Con
respecto a diferencias regionales aproximadamente del 40 al 60 por ciento de la poblacion presenta anticuerpos
contra proteinas virales a los 20 afios. La infeccion es endémica, sin embargo alcanza brotes regionales al finalizar
el invierno y en la primavera. El virus es muy estable. En general se transmite por via oral desde individuos con
infeccion aguda (5). Ademas de esta via de infeccion principal el virus puede transmitirse por la sangre y productos
derivados de la sangre por via parenteral y verticalmente de la madre al feto (6, 7, 8, 9). La replicacion productiva
masiva del parvovirus B19 tiene lugar en las células progenitoras eritroides (10). Por lo tanto durante la infeccion
aguda la carga viral es extremadamente alta y pueden presentarse hasta 10" particulas y/o genomas virales por
mililitro de sangre periférica. El virus se une a las células precursoras de eritrocitos usando el antigeno P del grupo
sanguineo (globdsido) como el receptor celular para la adsorcion (11). Se ha observado que después de la infeccion
y la eliminacién de la sangre periférica los genomas virales estan presentes en las células de la médula ésea y en la
piel, en las células sinoviales, en tejidos hepaticos y en el endotelio del miocardio (12, 13, 14, 15, 16, 17). Hasta
ahora no esta claro si estas células producen las proteinas virales y/o las particulas de B19 infecciosas y si el
genoma viral puede reactivarse para la replicacion productiva.

Habitualmente la infecciéon por parvovirus B19 carece de sintomas clinicos o puede dar como resultado una
enfermedad similar a la gripe. Particularmente los nifios pueden padecen eritema infeccioso (quinta enfermedad),
una enfermedad eruptiva autolimitada (18, 19, 20). También se ha relacionado el parvovirus B19 con un amplio
espectro de enfermedades (Tabla 1): puede producirse anemia transitoria, leucocitopenia o trombocitopenia sin
necesitar ninguna terapia. Sin embargo, en algunos pacientes se observé trombocitopenia grave, aplasia eritrocitaria
pura o pancitopenia. Junto con estas secuelas hematoldgicas de hepatitis por infeccion aguda, también puede
producirse ocasionalmente miocarditis, miositosis, lesién pulmonar aguda y enfermedades neuroldgicas (12, 21, 22,
23, 24). En gestantes, como manifestaciones clinicas, se ha descrito aborto espontaneo, hidrops fetal no inmune y
muerte fetal intrauterina (25, 26). En gestantes no inmunes con infeccién aguda se ha observado un indice de
mortalidad fetal de aproximadamente el 9% (9, 27). Sin embargo también hay estudios que describen un mayor
porcentaje para el desarrollo de hidrops fetal en gestantes no inmunes infectadas por B19 (28). Dependiendo del
estado hematoldgico del huésped; por ejemplo pacientes con anemia falciforme o talasemia, la infeccion por B19 da
lugar a una crisis aplasica. La infeccion persistente por parvovirus B19 se ha descrito en pacientes con y sin
inmunodeficiencias subyacentes (29, 30).

Ademas de estas manifestaciones generales la infeccion por parvovirus B19 puede inducir un amplio espectro de
fendmenos autoinmunes. Las citopenias autoinmunes son trastornos hematolégicos bien conocidos que pueden
afectar a cualquier linaje celular de la médula ésea. En la inmensa mayoria de casos Unicamente una de las lineas
celulares se afecta. Sin embargo, se conoce la destruccion simultanea mediada autoinmune de granulocitos
neutréfilos y trombocitos debido a la infeccion persistente por parvovirus B19 (31). El parvovirus B19 se ha
identificado como un posible desencadenante en algunos casos de trombocitopenia inmune (32, 33, 34, 35). El
espectro clinico de la artropatia autoinmune varia desde artralgias leves a vasculitis necrotizante severa (Tabla 1).
En algunos brotes de eritema infeccioso, se han descrito generalmente artralgias y artritis. La infeccion por B19
puede producir una poli artropatia periférica simétrica en adultos. Normalmente los sintomas son autolimitantes pero
pueden persistir durante algunos meses. Ocasionalmente, en pacientes con poliartralgia/poliartritis de larga duracion
se ha observado viremia combinada con anticuerpos IgM/IgG contra las proteinas VP1 y/o VP2 estructurales.
Algunos de estos cumplieron con los criterios de la artritis reumatoide (AR) (26, 37). Sin embargo el desarrollo de AR
después de infeccidon aguda por parvovirus parece ser inusual (38, 39). En nifios se conoce bien la relacion de la
infeccion por B19 con artritis-artralgias. Algunos de los nifios afectados pueden desarrollar artritis crénica
indistinguible de la artritis idiopatica juvenil (40, 41, 42, 43). El espectro clinico incluye mono, oligo y poliartritis.
Adicionalmente se observa frecuentemente viremia persistente en nifios con artritis idiopatica juvenil sistémica. En
nifios con diversas formas de artritis juvenil se amplifico6 ADN del B19 en el 57% del suero y/o del liquido sinovial de
aquellos con infeccioén previa por parvovirus B19. En muchos pacientes podria demostrarse la presencia continua de
particulas virales e inmunocomplejos en la sangre periférica asi como en el liquido sinovial (44). A pesar del
desarrollo y de la presencia de inmunorreaccion especifica del B19 los nifios no podian eliminar el virus y mostraron
un estado de viremia prolongado o persistencia viral en el liquido sinovial.

La infeccion por parvovirus B19 se ha asociado con diversas formas de vasculitis, colagenosis y puede imitar al
lupus eritematoso sistémico (LES) en nifios y adultos (39, 45, 46). Similar a la situacion en pacientes con artritis
también se ha descrito en pacientes con LES infeccion por parvovirus B19 como agente causante o desencadenante
de la enfermedad reumatica (47, 48, 49, 50, 51). Recientemente, se describié una asociacion entre la infeccion
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persistente por parvovirus B19 y la produccién de anticuerpos anti-fosfolipidicos en pacientes pediatricos y adultos
con enfermedades reumaticas (52). El sindrome anti fosfolipidico (SAF) (53) se caracteriza, al igual que algunas
infecciones por parvovirus B19, por una amplia diversidad de manifestaciones hemocitopénicas y vaso-oclusivas.
Adicionalmente la pérdida fetal recurrente y la asociacion con anticuerpos dirigidos contra fosfolipidos cargados
negativamente y cofactores de proteinas, principalmente 2-glicoproteina-l son importantes caracteristicas del SAF.
La hipotesis con respecto a una patogenicidad comun del sindrome anti-fosfolipidico y las caracteristicas
autoinmunitarias observadas en la infeccién por B19 no solo se basa por la estrecha asociacion entre la presencia
de anticuerpos anti-fosfolipidicos y la infeccion por parvovirus B19 sino también por la similitud en la presentacion de
sintomas clinicos en pacientes con infeccion por parvovirus B19 y en pacientes con el sindrome anti fosfolipidico
(SAF).

Girog, A y col. (Girod, A y col. The Journal of General Virology 2002 83(5):973-978) desvelan que la proteina
capsidial VP1 del parvovirus del virus adenoasociado de tipo 2 lleva un dominio de fosfolipasa-A2. En el en
documento WO 03/006067 A, se describen composiciones que comprenden proteinas NS1 y VP1 de parvovirus.
Shields, LE y col. (Shields, LE y col. American Journal of Obstetrics & Gynaecology 2000 182(1):S18) describen que
la incubacion de diversos sistemas de células diferentes con una proteina capsidial B19 de parvovirus da lugar al
crecimiento y formaciéon de colonias reducidos de las células incubadas. En el documento WO 00/30668 A, se
describe que el parvovirus B19 puede usarse para inhibir el crecimiento o la migracion de células que tienen el
antigeno P.

La capside icosaédrica del parvovirus B19 comprende dos proteinas estructurales, VP1 (83kDa) y VP2 (58 kDa), que
son idénticas excepto en 227 aminoacidos (aa) en el extremo amino-terminal de la proteina VP1 (la region unica de
VP1). En la secuencia de aminoacidos de la regién unica de VP1 esta presente un motivo fosfolipasa A2 que abarca
las posiciones 130 a 195 (centro activo Fosfolipasa A2) (54). Uno de los mecanismos patogénicos implicado en el
desencadenamiento de la produccién de anticuerpos anti-fosfolipidicos podria ser la actividad de tipo fosfolipasa-A2
observada en la region unica de VP1 de la proteina estructural VP1 del parvovirus B19 (54). Esta actividad
enzimatica esta presente en las particulas infecciosas del B19, en las capsides vacias recombinantes constituidas
por las proteinas VP1/VP2 y en preparaciones de la region unica de VP1 purificada. Esto puede contribuir a los
procesos inflamatorios inducidos por la produccion de leucotrienos y prostaglandinas, pero también puede conducir
a la generacion de productos de escision naturales inusuales a partir de compuestos fosfolipidicos celulares que
pueden inducir anticuerpos aPL en combinacién con un fondo genético distinto.

Hasta ahora no hay disponible ninguna vacuna para prevenir la infeccién por parvovirus B19. Con respecto a los
transcursos graves que se observan en asociacion con la infeccion, los problemas asociados con la infeccion en
gestantes y el potencial viral para inducir una amplia diversidad de respuestas autoinmunitarias en el desarrollo de
una vacuna segura que protege contra infecciones por parvovirus B19 se han usado capsides vacias recombinantes
purificadas constituidas por las proteinas VP1/VP2 expresadas por vectores de baculovirus en un ensayo en fase | y
se demostro la induccion exitosa de anticuerpos neutralizantes contra B19 en voluntarios (55). Sin embargo, la
aplicacion de esta vacuna se combind con una diversidad de efectos secundarios. Ademas de hinchazén en la zona
de aplicacion de las inyecciones, en mas del 50% de los voluntarios se indicaron sintomas malestar general como
fiebre, cefalea y diarrea. Estos efectos secundarios indican que la aplicacion de la vacuna produce la manifestacion
sistémica de los efectos secundarios que se sabe que estan asociados con la activacion de las reacciones basicas
de defensa asociadas con la inflamacién. Durante las reacciones inmunes tempranas después de infecciones, por
ejemplo, estos efectos se asocian principalmente con la activacion de fosfolipasas A2 celulares y citosolicas. Estas
enzimas son responsables de la produccion de acido araquidénico como precursor de la produccién de
prostaglandina y leucotrieno, la induccion de diversas cito- y quimiocinas conduce a fiebre y malestar general. Los
efectos secundarios observados por Ballou y colaboradores que usan capsides vacias de VP1/VP2 producidas por
baculovirus recombinantes (55) se debe probablemente a la actividad de tipo fosfolipasa-A2 que es parte de la
region unica de VP1 de la proteina capsidial viral VP1.

El problema subyacente de la presente invencion es proporcionar medicamentos tales como una vacuna contra el
parvovirus B19 para la prevencioén y/o tratamiento de enfermedades asociadas con el parvovirus B19 con minimos
efectos secundarios.

La presente invencion aborda este problema proporcionando una composicién inmunogénica que comprende un
adyuvante y una proteina capsidial VP1 modificada del parvovirus B19 que tiene una sustituciéon de aminoacido en
una o mas de histidina 153, tirosina 157, lisina 162 y/o tirosina 168 y tiene una actividad enzimatica fosfolipasa A2
reducida en comparacion con la proteina capsidial VP1 de tipo silvestre del parvovirus B19 que tiene la secuencia
SEC ID NO: 1.

También se desvela una proteina capsidial VP1 del parvovirus B19 que tiene una actividad enzimatica de tipo
fosfolipasa A2 reducida en comparacion con la proteina capsidial VP1 de tipo silvestre del parvovirus B19 que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1.

De acuerdo con la presente invencion, la actividad fosfolipasa natural se reduce (lo que incluye la completa
anulacion de la actividad). Por lo tanto, las regiones de la proteina que estan implicadas en la reduccion de esta
actividad fosfolipasa pueden modificarse de acuerdo con la presente invencién. Estos cambios comparados con la
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secuencia de tipo silvestre pueden introducirse por intercambios, deleciones o inserciones de aminoacidos. Un
experto en la materia puede valorar facilmente la reduccion de la actividad fosfolipasa basandose en la metodologia
desvelada en este documento, especialmente con el ensayo descrito en la Figura 2 de Dorsch y col, 2002 (54). Por
otro lado, los cambios no deben modificar significativamente el rendimiento inmunoldgico de la vacuna (es decir que
la mutacion no debe influir de manera adversa en las propiedades inmunogénicas).

De acuerdo con la presente invencion, los restos aminoacidicos en la region unica de VP1 de la proteina capsidial
VP1 (aminoacidos 100-220, especificamente 130 a 195) estan modificados. Esta regién esta muy conservada en los
tres genotipos del parvovirus B19 que hasta ahora se han identificado (60; Fig. 2). Sin embargo aunque obviamente
esta region esta conservada, pueden observarse diferencias en la actividad de diferentes genotipos de parvovirus
B19: Genotipo 1: 100%, Genotipo 2: 70%, Genotipo 3: 59%. La referencia en cuando a la actividad de tipo silvestre
significa que para comparar el mutante de tipo silvestre se selecciona el genotipo mas préoximo (por ejemplo si se
fabrica un mutante de genotipo 2, la actividad fosfolipasa del mutante se compara con el tipo silvestre del genotipo
2).

En general, toda la proteina VP1 puede someterse a la introduccion de mutaciones para reducir o eliminar la
actividad de tipo fosfolipasa A2 de esa proteina. Sin embargo, como las mutaciones fuera de la regién Unica de VP1
(aminoacidos 100-220, especificamente 130 a 195) normalmente tienen, si lo tienen, un potencial de reduccion bajo
sobre la actividad fosfolipasa, las mutaciones dentro de esta region Unica de VP1 se prefieren de acuerdo con la
presente invencion. No obstante, también pueden introducirse mutaciones fuera de la region de la region Unica de
VP1, por ejemplo, por amino-truncamientos o por mutaciones en la region de los aminoacidos 50-90, especialmente
59-81. Si una mutacioén realiza la reducciéon esperada de la actividad fosfolipasa puede tratarse facilmente por la
combinacion de la expresion del mutante con un ensayo de actividad funcional. Dichos ensayos de actividad
fosfolipasa se encuentran bien disponibles en la técnica y también se describen en este documento.

Los sitios de mutacion especificamente preferidos estan alrededor de los aminoacidos (Tyr(130), Gly(132),
Gly(134), Asp(154)) de union a Ca®o alrededor en la red catalitica (His(153), Tyr(157), Tyr(168)), incluyendo la unién
fosfolipidica (Lys(162)), es decir aminoacidos 125-140 y 50-175, especialmente 127-137, 152-160 y 165 a 171
(véase también la Sec ID N° 1 y la Figura 2 para las secuencias).

Los intercambios preferidos son los intercambios normalmente usados en las estrategias de mutacién para reducir la
actividad enzimatica, por ejemplo, sustitucién de un aminoacido con una cadena lateral funcional (His, Lys, Tyr, Asp,
Glu, Ser, Thr, Asn, GIn, etc.) por un aminoacido con una cadena lateral no funcional del mismo o diferente tamafio
(Ala, Phe, Leu, Pro, lle, etc.) o por una cadena lateral funcional diferente (por ejemplo, Asn — Asp, GIn — Ser, etc.).
Algunas veces, también es suficiente una ligera diferencia (Val — Ala, Ser — Thr, etc.).

De acuerdo con otra realizacion preferida de la presente invencion, los restos aminoacidicos modificados residen en
el centro de la fosfolipasa A2 de la region Unica de VP-1 de la proteina capsidial de VP-1.

De acuerdo con otra realizacién preferida de la presente invencién, se modifican uno o mas de los restos
aminoacidicos conservados en el centro activo de la fosfolipasa A2. Los restos aminoacidicos en la posicién 153:
histidina; 157: tirosina; 162: lisina; 168: tirosina; 195: acido aspartico, se han descrito como partes de la triada
catalitica de la fosfolipasa A2 pancreatica bovina y se han implicado en la orientacién y especificidad del sustrato
(58, 59). La modificacion de uno o mas de los restos de 153: histidina, 157: tirosina, 162: lisina, 168: tirosina produce
una reduccion incluso mas pronunciada de la actividad de tipo fosfolipasa A2, mientras que la modificacion y el
cambio del resto de 195: acido aspartico produce una actividad potenciada de tipo fosfolipasa A2.

Por tanto de acuerdo con la presente invencion, se modifica uno o mas de los restos aminoacidicos en la posicion
153: histidina; posicion 157: tirosina; posicion 162: lisina; y/o posicion 168: tirosina.

De acuerdo con otra realizacion preferida, la histidina 153 se modifica a alanina; la tirosina 157 se modifica a
fenilalanina; la lisina 162 se modifica a leucina y/o la tirosina 168 se modifica a fenilalanina.

En general, la mutacion de acuerdo con la presente invencion debe ser lo menor posible (para no modificar
demasiado las propiedades inmunogénicas): normalmente una baja cantidad de sustituciones de aminoacidos (6, 5,
4, 3, 2 o preferentemente 1) y una corta insercion o delecion (30, 20, 10, 5 6 1 aminoacido) debe ser suficiente para
reducir o eliminar eficazmente la actividad fosfolipasa. Sin embargo, siempre que las propiedades inmunogénicas no
cambien de manera significativa, no se excluyen inserciones, deleciones mas largas (50, 100, 200 aminoacidos) o
un mayor numero de sustituciones. Sin embargo, las Ultimas, las mutaciones multiples también son menos
preferidas debido a aspectos econémicos.

Si los mutantes tienen propiedades inmunogénicas similares o no puede determinarse facilmente por ejemplo por
reaccion con anticuerpos especificos o determinando in vitro o in vivo la capacidad para inducir respuestas inmunes.
Generalmente, los mutantes deberian mostrar (con o sin adyuvantes especificos) aproximadamente el 50% de
inmunogenicidad in vivo como el tipo silvestre (sin adyuvantes, o preferentemente, con el mismo adyuvante que el
mutante), determinado por al menos un procedimiento aplicado y aceptado cientificamente (revision por pares), por
ejemplo ensayos ELISpot de unién a anticuerpos, etc. (véase también: el apartado ejemplos de la presente
solicitud).
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De acuerdo con la presente invencion, la region Unica de VP1 modificada o la proteina capsidial VP1 modificada de
la presente invencion produce una actividad enzimatica de tipo fosfolipasa A2 reducida en comparacién con la
proteina capsidial VP1 de tipo silvestre. Preferentemente, la reduccion es de al menos el 30% en comparacion con el
tipo silvestre (es decir el 70% o menos de la actividad de tipo silvestre). Se prefiere adicionalmente una reduccion
del 50% o menor, 30% o menor, 20% o menor, o 10% o menor de la actividad de tipo silvestre. La actividad de
referencia del tipo silvestre y del mutante se determina preferentemente de acuerdo con un ensayo de actividad
enzimatica de tipo fosfolipasa A2 normalizado, especialmente de acuerdo con la figura 2 de (54).

Especialmente, estos mutantes que carecen completamente de esta actividad (es decir inferior al 5%, inferior al 1%,
o inferior a 0,1%, dependiendo de los limites de deteccion del procedimiento) son mas adecuados para su uso y
protecciéon en vacunas de acuerdo con la presente invencion.

Preferentemente, la alternancia de los restos aminoacidicos se realiza por mutagénesis dirigida.

También se desvela una molécula de acido nucleico aislado que codifica la proteina capsidial VP1 modificada
proporcionada por la presente invencion.

Adicionalmente se desvela un vector de expresion recombinante que comprende las moléculas de acido nucleico
que codifican la regiéon uUnica de VP1 modificada y la proteina capsidial VP1 modificada proporcionada por la
presente invencion.

Preferentemente, el vector de expresién recombinante comprende adicionalmente la proteina capsidial VP2 del
parvovirus B19 especialmente en el que la proteina puede expresarse junto con la capside VP1 modificada. Sin
embargo, también la expresion combinada de las proteinas VP1 y VP2 que usan dos vectores que se introducen en
las células tiene sus ventajas para propositos especificos.

Mas preferentemente, el vector de expresion recombinante comprende un producto de fusion en el que la region
Unica VP1 modificada o la proteina capsidial VP1 modificada se fusiona con la proteina capsidial VP2.

Se desvela una célula hospedadora que comprende el vector recombinante de acuerdo con la presente invencion.
Preferentemente, la célula hospedadora es E. coli, una levadura o una célula animal.

Mas preferentemente la célula huésped es Saccharomyces cerevisiae. Esta especie de levadura se ha usado
durante dos décadas para producir particulas recombinantes de HBsAg (antigeno de superficie de la hepatitis B) que
protegen contra la infeccion por el virus de la hepatitis B. Se ha demostrado que el uso de vacunas del VHB
derivadas de S. cerevisiae recombinante es seguro, observandose efectos secundarios en escasisimas ocasiones.

Adicionalmente se desvela un procedimiento para la produccién de la region unica de VP1 modificada o la proteina
capsidial VP1 modificada o el producto de fusién de la proteina capsidial VP1 modificada y la proteina capsidial VP2
transformando una célula huésped, expresando la capside de VP1 (y opcionalmente la capside de VP2),
recuperando la proteina (o proteinas), opcionalmente como particulas similares a virus, usando la célula huésped de
acuerdo con la presente divulgacion.

Preferentemente en dicho procedimiento la region unica de VP1 modificada y/o la proteina capsidial VP1 modificada
y/o el producto de fusién de la proteina capsidial VP1 modificada y la proteina capsidial VP2 se aislan y/o purifican.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona la region unica de VP1 modificada y/o la
proteina capsidial VP1 modificada o el producto de fusion de la regién unica de VP1 modificada y la proteina
capsidial VP2 que pueden obtenerse mediante el procedimiento de acuerdo con la divulgacién

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencion, se proporciona la regién unica de VP1 modificada y/o la
proteina VP1 modificada o el producto de fusion de la region uUnica de VP1 modificada y/o la proteina VP1
modificada y la proteina capsidial VP2 para su uso como medicamentos.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de la region Unica de VP1
modificada, la proteina VP1 modificada con o sin proteina capsidial VP2 para la fabricacion de un medicamento para
el tratamiento contra la infeccion por parvovirus B19 y/o enfermedades reumaticas y autoinmunes asociadas con el
parvovirus B19.

De acuerdo con otro aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona el uso del producto de fusion de la
region unica de VP1 modificada, la proteina VP1 modificada y la proteina capsidial VP2 para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento contra la infeccién por parvovirus B19 y/o enfermedades reumaticas y autoinmunes
asociadas con el parvovirus B19.

Preferentemente el tratamiento es contra artralgias; artritis; mas preferentemente monoartritis, oligoartritis, poliartritis,
artritis reumatoide y/o artritis idiopatica juvenil; lupus eritematoso sistémico (LES); vasculitis, mas preferentemente
vasculitis leucocitoclastica, purpura de Henlein-Schoenoch, sindrome papulopurpurico en guantes y calcetines
(SPPGC), enfermedad de Kawasaki, arteritis de células gigantes (ACG), poliarteritis nodosa y/o granulomatosis de
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Wegener; dermatomiositis; neutropenia autoinmune; trombocitopenia autoinmune; purpura trombocitopénica
idiopatica (PTI); anemia hemolitica autoinmune; y/o sindrome hemofagocitico asociado a un virus (SHAV).

También se desvela el uso de la region unica de VP 1 modificada, la proteina capsidial VP1 modificada o el producto
de fusion de la region unica de VP1 modificada y la proteina capsidial VP2 de acuerdo con la presente invencion en
un ensayo para detectar anticuerpos dirigidos contra la proteina VP1 del virus B19 en una muestra a ensayar.

Adicionalmente se desvela el uso de las células huésped de la presente invencion en un ensayo para detectar
anticuerpos dirigidos contra la proteina VP1 del virus B19 en una muestra a ensayar.

También se desvelan las particulas recombinantes similares a un virus constituidas por la proteina capsidial VP1
modificada de acuerdo con la presente invencion con o sin proteina capsidial VP2.

Adicionalmente se desvelan las particulas recombinantes similares a un virus constituidas por el producto de fusion
de la region unica de VP1 modificada, la proteina capsidial VP1 modificada y la proteina capsidial VP2 de acuerdo
con la presente invencion.

De acuerdo con otro aspecto de la presente divulgacion, pueden usarse las particulas recombinantes similares a un
virus para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento contra la infeccién por parvovirus B19 y/o
enfermedades autoinmunes y reumaticas asociadas con parvovirus B19.

Preferentemente el tratamiento es contra artralgias; artritis; mas preferentemente monoartritis, oligoartritis, poliartritis,
artritis reumatoide y/o artritis idiopatica juvenil; lupus eritematoso sistémico (LES); vasculitis, mas preferentemente
vasculitis leucocitoclastica, purpura de Henlein-Schoenoch, sindrome papulopurpurico en guantes y calcetines
(SPPGC), enfermedad de Kawasaki, arteritis de células gigantes (ACG), poliarteritis nodosa y/o granulomatosis de
Wegener; dermatomiositis; neutropenia autoinmune; trombocitopenia autoinmune; purpura trombocitopénica
idiopatica (PTI); anemia hemolitica autoinmune; y/o sindrome hemofagocitico asociado a un virus (SHAV).

También se desvela el uso de particulas recombinantes similares a un virus de acuerdo con la presente invencion en
un ensayo para detectar anticuerpos dirigidos contra la proteina VP1 del virus B19 en una muestra a ensayar.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica,
especialmente una preparacion de vacuna para inducir una respuesta inmunitaria que proporciona proteccién contra
el parvovirus humano B19, que comprende la regién unica de VP1 modificada, la proteina capsidial VP1 modificada
de acuerdo con la presente invencidon con o sin la proteina capsidial VP2.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica, especialmente
una preparacion de vacuna para inducir una respuesta inmunitaria que proporciona proteccién contra el parvovirus
humano B19 que comprende el producto de fusién de la proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con la
presente invencion.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica, especialmente
una preparacion de vacuna para inducir una respuesta inmunitaria que proporciona proteccién contra el parvovirus
humano B19, que comprende las particulas recombinantes similares a un virus de acuerdo con la presente
invencion.

Preferentemente, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion comprenden
adicionalmente uno o mas transportadores y/o adyuvantes adecuados para los propésitos de la vacunacion.

Por lo tanto, las composiciones proporcionadas por la presente invencion, especialmente en forma de una vacuna,
pueden comprender adicionalmente una sustancia autoinmunoestimuladora, preferentemente seleccionada del
grupo constituido por un compuesto policationico, preferentemente un polimero policatiénico, mas preferentemente
un péptido policationico, especialmente poliarginina, polilisina o un péptido antimicrobiano, polimeros;
desoxinucleétidos inmunoestimuladores (ODN); péptidos que contienen al menos dos motivos LysLeulys;
compuestos neuroactivos especialmente la hormona de crecimiento humana; alumbre, adyuvante completo o
incompleto de Freund o combinaciones de los mismos.

La presente vacuna comprende preferentemente

- como antigeno, una proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con la presente invencion

- un péptido que comprende una secuencia R{-XZXZyXZX-Rz, en la que N es un numero entero entre 3 y 7,
preferentemente 5, X es un resto aminoacidico natural y no natural cargado positivamente, Z es un resto
aminoacidico seleccionado del grupo constituido por L, V, I, F ylo W, y Ri y Rz se seleccionan
independientemente entre si del grupo constituido por -H, -NH,, -COCHjs, -COH, un péptido con hasta 20 restos
aminoacidicos o un grupo peptidico reactivo o un engarce peptidico con o sin un péptido; X-R> puede ser una
amida, éster o tioéster del resto aminoacidico C-terminal del péptido (en lo sucesivo denominado también
“Péptido A”) y/o

- una molécula de acido oligodesoxinucleico (ODN) inmunoestimulador que tiene la estructura de acuerdo con la
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férmula (1)

ﬁz

B——NUC—— NMP, X3 T X4 CHy R

X,

NMPb—'_E

en la que

R1 se selecciona de hipoxantina y uracilo,

cualquier Xes O o0 S,

cualquier NMP es un 2’ desoxinucledsido monofosfato o monotiofosfato, seleccionado del grupo constituido por
desoxiadenosina, desoxiguanosina-, desoxiinosina-, desoxicitosina-, desoxiuridina-, desoxitimidina-, 2-metil-
desoxiinosina-, 5-metil-desoxicitosina-, desoxipseudouridina-, desoxirribosapurina-, 2-amino-desoxirribosapurina-
, 6-S-desoxiguanina-, 2-dimetil-desoxiguanosina- o N-isopentenil-desoxiadenosina-monofosfato o -
monotiofosfato, NUC es un 2’ desoxinucledsido, seleccionado del grupo constituido por desoxiadenosina-,
desoxiguanosina-, desoxiinosina-, desoxicitosina-, desoxiinosina-, desoxitimidina-, 2-metil-desoxiuridina-, 5-metil-
desoxicitosina-, desoxipseudouridina-, desoxirribosapurina-, 2-amino-desoxirribosapurina-, 6-S-desoxiguanina-,
2-dimetil-desoxiguanosina- o N-isopentenil-desoxiadenosina,

a y b son numeros enteros de 0 a 100 con la condiciéon de que a + b esté entre 4 y 150 y

B y E son grupos comunes para terminaciones 5 6 3’ de moléculas de acido nucleico (en lo sucesivo
denominados también “|-/U-ODN”).

Por supuesto, la presente vacuna puede contener adicionalmente otras sustancias, por ejemplo diluyentes o
transportadores farmacéuticamente aceptables, sustancias tamponantes o estabilizantes, etc.

La vacuna de acuerdo con la presente invencion también puede contener otros adyuvantes o adicionales,
especificamente un adyuvante Al(OH); (alumbre).

Como se entiende en este documento, el alumbre incluye todas las formas de adyuvantes basados en A** usados
en medicina e investigacion humana y animal. Especialmente, incluye todas las formas de hidréxido de aluminio
como se define en ROmpp, 10? Ed. paginas 139/140, formas en gel de los mismos, fosfato de aluminio, etc.

Los péptidos o compuestos policatidnicos a usar de acuerdo con la presente invencidon pueden ser cualquier
compuesto policatiénico que muestre el efecto caracteristico de acuerdo con el documento WO 97/30721. Los
compuestos policatidnicos preferidos se seleccionan de los polipéptidos basicos, policationes organicos,
poliaminoacidos basicos o mezclas de los mismos. Estos poliaminoacidos deberian tener una longitud de cadena de
al menos 4 restos aminoacidicos. Especialmente preferidas son las sustancias que contienen enlaces peptidicos,
como polilisina, poliarginina y polipéptidos que contienen mas del 20%, especialmente mas del 50% de aminoacidos
basicos en el intervalo de mas de 8, especialmente mas de 20, restos aminoacidicos o mezclas de los mismos.
Otros policationes preferidos y sus composiciones farmacéuticas se describen en el documento WO 97/30721 (por
ejemplo, polietileneimina) y en el documento WO 99/38528. Preferentemente estos polipéptidos contienen entre 20 y
500 restos aminoacidicos, especialmente entre 30 y 200 restos.

Estos compuestos policatidonicos pueden producirse quimicamente o de manera recombinante o pueden proceder de
fuentes naturales.

Los (poli)péptidos cationicos también pueden ser péptidos microbianos antibacterianos policationicos. Estos
(poli)péptidos pueden ser de origen procariota o eucariota o pueden producirse quimicamente o de manera
recombinante. Los péptidos también pueden pertenecer a la clase de péptidos antimicrobianos de origen natural.
Dichos péptidos de defensa a huésped o defensivos también son una forma preferida del polimero policatiénico de
acuerdo con la presente invencién. Generalmente, como polimero policatidnico se usa un compuesto que permitido
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como una activacion del producto final (o regulacion negativa) del sistema inmune adaptativo, preferentemente
mediado por las células presentadoras de antigeno CPA (incluyendo las células dendriticas).

Adicionalmente, los compuestos neuroactivos, tales como la hormona de crecimiento (humana) (como se describe
por ejemplo en el documento WO 0124822), pueden usarse como inmunoestimulantes (Inmunizadores).

Los compuestos policationicos derivados de fuentes naturales incluyen VIH-REV o VIH-TAT (péptidos cationicos
derivados, péptidos antennapedia, quitosan u otros derivados de quitina) u otros péptidos derivados de estos
péptidos o proteinas por produccion bioquimica o recombinante. Otros compuestos policatidnicos preferidos son la
catelicidina o sustancias relacionadas o derivadas de la catelicidina, especialmente catelicidinas de ratén, bovinas o
especialmente humanas y/o catelicidinas. Las sustancias de catelicidinas relacionadas o derivadas contienen toda o
partes de la secuencia de catelicidina con al menos 15-20 restos aminoacidicos. Las derivaciones pueden incluir la
sustitucién o modificacion de los aminoacidos naturales por aminoacidos que no se encuentran entre los 20
aminoacidos convencionales. Por otra parte, pueden introducirse otros restos catiénicos en dichas moléculas de
catelicidina. Estas moléculas de catelicidina son las preferidas para combinar con la composicidon antigeno/vacuna
de acuerdo con la presente invencion. Sin embargo, de manera sorprende estas moléculas de catelicidina han
resultado ser también eficaces como un adyuvante para un antigeno sin la adicién de adyuvantes adicionales. Por lo
tanto es posible usar dichas moléculas de catelicidina como adyuvantes eficaces en las formulaciones de vacunas
con o sin sustancias inmunoactivantes adicionales.

La vacuna de acuerdo con la presente invencion contiene preferentemente como Péptido A KLKLsKLK y/o como I-
/U-ODN oligo d(IC)s. (La combinacién del Péptido A y del Oligo-d(IC)13 también se denomina IC31). Estas dos
sustancias son especificamente ventajosas de acuerdo con la presente invencion.

La vacuna de acuerdo con la presente invencion puede contener un oligodesoxinucledtido que contiene un motivo
CpG como acido nucleico inmunomodulador. Los acidos nucleicos inmunomoduladores para usar de acuerdo con la
presente invencion pueden ser de origen sintético, procariota y eucariota. En el caso de origen eucariota, el ADN
debe proceder de, basandose en el arbol filogenético, especies menos desarrolladas (por ejemplo insectos, pero
también otras). En una realizacion preferida de la invencion el oligodesoxinucledtido inmunogénico (ODN) es una
molécula de ADN producida sintéticamente o mezclas de dichas moléculas. También se incluyen los derivados o
modificaciones de los ODN tales como analogos tiofosfato sustituidos (restos tiofosfato sustituidos por fosfato) como
por ejemplo se describe en las patentes de Estados Unidos US 5.723.335 y US 5.663.153 y otros derivados y
modificaciones, que estabilizan preferentemente la composicién (o composiciones) inmunoestimuladora pero no
cambian sus propiedades inmunoldgicas. Un motivo de secuencia preferido es un motivo de ADN de seis bases que
contiene un dinocledtido CpG (no metilado) flanqueado por dos purinas en 5’ y dos pirimidinas en 3’ (5’-Pur-Pur-C-G-
Pyr-Pyr-3’). Los motivos CpG contenidos en los ODN de acuerdo con la presente invencidon son mas comunes en el
ADN microbiano que en el de vertebrados superiores y presentan diferencias en el patron de metilacion.
Sorprendentemente, las secuencias que estimulan las CPA (células presentadoras de antigeno) de ratén no son
muy eficaces para las células humanas. Los ODN palindrémicos o no palindromicos preferidos para usar de acuerdo
con la presente invencion se describen por ejemplo en las solicitudes de Patente Australianas A 1973/2000, A
805/2001, EP 0 468 520 A2, WO 96/02555, WO 98/16247, WO 98/18810, WO 98/37919, WO 98/40100, WO
98/52581, WO 98/52962, WO 99/51259 y WO 99/56755 todas ellas incorporadas en este documento por referencia.
Los ADN/ODN pueden producirse quimicamente o de manera recombinante o pueden proceder de fuentes
naturales. Las fuentes naturales preferidas son los insectos.

La vacuna de acuerdo con la presente invencién puede contener preferentemente un péptido policationico y un
oligodesoxinucleotido que contiene un motivo CpG en combinacion. La combinacién de CpG-ODN vy péptido
policationico tiene efectos de mejora en las composiciones de vacuna, que son comparables a los efectos de la
combinacion del Péptido A y los I-/U-ODN y no solo pueden combinarse con el Péptido A y los I-/U-ODN sino que
incluso pueden usarse en lugar de estos. Por supuesto, pueden usarse todas las mezclas de acidos nucleicos
inmunoestimuladores diferentes (I-/U-ODN, CpG-ODN,...) y variantes del Péptido A (asi como otros Inmunizadores)
de acuerdo con la presente invencion.

Previamente se ha demostrado (documento WO 02/13857) que los péptidos antimicrobianos derivados de la
catelicidina, de origen natural o derivados de los mismos tienen una respuesta inmunitaria que estimula la actividad y
por lo tanto constituyen adyuvantes de induccién de tipo 1 muy eficaces (Inmunizadores). Las principales fuentes de
péptidos antimicrobianos son granulos de neutrdfilos y células epiteliales que revisten los tractos respiratorio,
gastrointestinal y genitourinario. En general estos se encuentran en los sitios anatdmicos mas expuestos a la
invasion microbiana, se secretan en los fluidos corporales internos o se almacenan en los granulos citoplasmicos de
los fagocitos profesionales (neutrdfilos).

En el documento WO 02/32451 se describe un adyuvante de induccion de tipo 1 (Inmunizador) que puede potenciar
fuertemente la respuesta inmunitaria contra un antigeno especifico co-administrado y por lo tanto constituye un
adyuvante muy eficaz, el Péptido A que comprende una secuencia R1-XZXZnyXZX-R,. Un péptido especificamente
preferido es KLKLLLLLKLK. Ademas de péptidos antimicrobianos de origen natural, se han producido e investigado
péptidos sintéticos antimicrobianos. El péptido sintético antimicrobiano KLKLLLLLKLK-NH, demostré tener actividad
quimioterapéutica significativa en ratones infectados con Staphylococcus aureus; los neutrdfilos humanos se



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2556710 T3

activaron para producir el anién superoxido (Oz2’) mediante la calreticulina de la superficie celular. Se observo que el
numero y la posicién de Ky L exactos eran criticos para la actividad antimicrobiana del péptido sintético.

La presente invencién es especialmente beneficiosa si la vacuna se administra por via subcutanea, intramuscular,
intradérmica o transdérmica. Sin embargo, para la presente invencidon también son adecuadas otras formas de
aplicacion, tales como parenteral, intravenosa, intranasal, oral o aplicacién tépica.

El antigeno contra el parvovirus de acuerdo con la presente invencion puede mezclarse con un adyuvante
(Inmunizador) (composicion) o formularse especificamente de otra manera por ejemplo como liposoma, formulacion
retardada, etc.

Las vacunas de acuerdo con la presente invencion pueden administrarse a un individuo en cantidades eficaces
conocidas por los expertos en la materia. La optimizacion de la cantidad de antigeno y la cantidad de inmunizador
puede comenzar a partir de cantidades establecidas y usando procedimientos disponibles.

También se desvela un kit de diagndstico que comprende una region unica de VP1 modificada, una proteina
capsidial VP1 modificada de acuerdo con la presente invencion y reactivos auxiliares.

También se desvela un kit de diagnostico que comprende un producto de fusion de la proteina capsidial VP1
modificada de acuerdo con la presente invencion y reactivos auxiliares.

Adicionalmente se desvela un kit de diagnostico que comprende particulas recombinantes similares a un virus de
acuerdo con la presente invencion y reactivos auxiliares.

Adicionalmente se desvela el uso de la regién Unica de VP1 modificada, la proteina capsidial VP1 modificada de
acuerdo con la presente invencion con o sin proteina capsidial VP2 como un agente para modificar la actividad de
una actividad de la fosfolipasa A2 huésped, por ejemplo por terapia génica o usando ARN o ARNi antisentido.

También se desvela el uso del producto de fusién de la proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con la
presente invencion como un agente para modificar la actividad de una actividad de la fosfolipasa A2 huésped.

Adicionalmente se desvela el uso de las particulas recombinantes similares a un virus de acuerdo con la presente
invencion como un agente para modificar la actividad de una actividad de la fosfolipasa A2 huésped.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos y figuras, de los que pueden
extraerse caracteristicas, realizaciones y ventajas adicionales. Debe entenderse que los presentes ejemplos solo se
proporcionan a modo de ilustracién y no a modo de limitacion de la divulgacion.

La Figura 1 muestra una comparacion inmunolégica de una proteina ts (de tipo silvestre) y mutante
La Figura 2 muestra un alineamiento de la proteina VP1 del parvovirus.
Ejemplo 1

La produccién de antigenos contra VP1/VP2 sin actividad enzimatica puede conseguirse por modificacion de los
restos que son parte del centro activo por mutagénesis dirigida. A pesar del hecho de que el tamafio global de las
enzimas celulares con actividad fosfolipasa A2 dependiente de Ca**-y la region tnica de VP1 viral es diferente, los
alineamientos que comparan las secuencias de aminoacidos revelan diversos restos conservados en la region que
representan el centro activo de la enzima. Se observaron aminoacidos conservados en las siguientes posiciones:

Resto 153; histidina; resto 157: tirosina; resto 162: lisina; resto 168: tirosina; resto 195: acido aspartico. Los
aminoacidos respectivos se han descrito como partes de la triada catalitica de la fosfolipasa A2 pancreatica
bovina y se han implicado en la orientacion y especificidad del sustrato. Por lo tanto, la modificacion de estos
restos en la region unica de VP1 por mutagénesis dirigida se realizé6 usando la reaccion en cadena de la
polimerasa con un cebador mutado y una extension solapada como se ha descrito inicialmente por Ho y
colaboradores (56). Como se muestran en la tabla 2 la actividad de tipo fosfolipasa A2 de la regién unica de
VP1 podria reducirse intercambiando ambas tirosinas 157 y 168 por fenilalanina y modificando la lisina 162 por
leucina. Sin embargo el intercambio del acido aspartico 195 por alanina conduce a una potenciacion
inesperada de la actividad de la enzima viral indicando distintas diferencias entre las enzimas fosfolipasa A2
viral y celular. Podria conseguirse una destruccion casi total de la actividad enzimatica solamente modificando
la histidina 153 por alanina. Se puede llegar a la conclusion de que este resto aminoacidico es parte del centro
activo y es mas importante para la actividad enzimatica de la regién unica de VP1. Su modificacion esta
asociada con la destruccion completa de la actividad viral de tipo fosfolipasa A2.
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Tabla 1: Enfermedades autoinmunes que se describen en asociacion con la infeccién por el parvovirus B19

Organos implicados Enfermedades
Articulaciones Artralgias
Artritis
Monoartritis
Oligoartritis
Poliartritis
Artritis reumatoide
Artritis idiopatica juvenil

Tejido conectivo/vasos Lupus eritematoso sistémico (LES)
Vasculitis
Vasculitis leucocitoclastica
Puarpura de Henlein-Schoenoch
Sindrome papulopurpurico en guantes y calcetines (SPPGC)
¢ Enfermedad de Kawasaki?
Arteritis de células Gigantes (ACG)
Poliarteritis nodosa
Granulomatosis de Wegener
Dermatomiositis

Células sanguineas Neutropenia autoinmune
Trombocitopenia autoinmune
Pudrpura trombocitopénica idiopatica (PTI)
Anemia hemolitica autoinmune
Sindrome hemofagocitico asociado a virus (SHAV)

Tabla 2: Actividad enzimatica de tipo fosfolipasa A2 en la regiéon Unica de VP1 del parvovirus B19 y variantes
construidas por mutagénesis dirigida

Posicion modificada por mutagénesis dirigida del tipo Actividad enzimatica (%)
silvestre, genotipo 1

100
mutantes del centro activo
histidina 153 — alanina 0
tirosina 157 — fenilalanina 10
lisina 162 — leucina 61
tirosina 168 — fenilalanina 54
acido aspartico 195 — alanina 204
mutantes del centro no activo
leucina 76 — glutamina, fenilalanina 81 — alanina 80
isoleucina 66 — leucina, leucina 70 — glutamina 144
leucina 59 — glutamina, leucina 62 — glutamina 143

variaciones en regiones no conservadas
parvovirus B19, genotipo 2 /cepa Berlin 70, regién tnica de VP1
ala18 — asp, gin21—lys, asn68 —ser, asn72 — asp, ser73 — thr,
ser96 — pro, ala101 — thr, val123 —ile, val192 — ala
parvovirus B19, genotipo 3 /cepa V9 59 , region unica de VP1
lys4 — thr, ser5 — thr, glyé — asn, aspl2 — ser, lys17 — gin,
ala18 — asp, gIn21 — lys, glu25 — gin, val30 — ala, asn68 — ser,

ser98 — asn, his100 — ser, val123 — ile, ser144 — asn, val192 — ala

10
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Ejemplo 2
Estudio de Comparacién para la Inmunogenicidad entre proteinas VP1 de tipo silvestre y mutante.

Inoculacion de ratones. Se inocularon grupos de 5 ratones hembra Balc/C con 50 pg de preparaciones purificadas
de la regién tnica de VP1/de tipo silvestre y la regién tinica de VP1/H153A en emulsion con adyuvantes de Freund
completos. Se extrajeron muestras sanguineas retrobulbares los dias 0, 3, 7, 10, 14, 18 y 28 después de la
inoculacion. Los sueros se ensayaron para determinar la presencia de anticuerpos IgG contra la regién unica de
VP1/de tipo silvestre en ensayos ELISA.

Produccion de proteinas. Se clonaron las secuencias que codifican la regién tnica de VP1/de tipo silvestre y la
region unica de VP1/H153A en el vector de expresion T7 pET21a_int en fusion con una interna y un dominio de
union a quitina como se ha descrito anteriormente (Dorsch y col., 2001, Dorsch y col., 2002). Las construcciones se
introdujeron en la cepa de E. coli BL21. Las bacterias se inocularon con medio CL (caldo de Luria) que contenia 100
png/ml de ampicilina y se incubaron a 37°C. Se indujo la expresion de la proteina recombinante afiadiendo IPTG 1
mM durante al menos 3 h de cultivo. Las bacterias se recogieron por centrifugacion, se resuspendieron en 30 ml de
HEPES 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, pH a 8,5 y se lisaron usando una Prensa de French. El residuo se
sedimenté a 10000 g. El sobrenadante se cargd en una columna de quitina (NEB) usando el sistema FPLC,
(cromatografia liquida de proteina rapida) (Pharmacia Biosystems, Freiburg). La columna se lavé con 2 volimenes
de HEPES 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, pH 8,5, 8 volumenes de HEPES 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 2 mM,
pH 8,5y 2 volumenes de HEPES 20 mM, EDTA 1 mM NaCl 100 mM, pH 8,5. Después de esto la proteina se eluyo
usando 3 volimenes de DTT 50 mM en tampén HEPES 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, pH 8,5. Las fracciones
se ensayaron para determinar las proteinas recombinantes mediante SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida - Dodecil sulfato sédico) y tincién con plata. Las fracciones positivas se unificaron y se concentraron
usando un concentrador Centriplus (volumen de exclusion 3kD; Amicon, Beverly, USA). La concentracion de la
proteina se determind después de dialisis frente a PBS (KH2.PO4 0,9 mM, Na,HPO, 0,8 mM X12H,0; KCI 2,7 mM,
NaCl 137 mM) usando un ensayo Bradford (Bio Rad Laboratories, Hercules, USA).

Ensayo ELISA. Se recubrieron placas de microtitulacion (Maxisorb, Nunc, Wiesbaden, FRG) durante una noche con
proteina purificada (regién Gnica de VP1/de tipo silvestre, 10 ng/pocillo) en tampon NaCOs; 0,2 M, pH 9,2 que
contenia NaCl 0,15 M. Los sueros se usaron en diluciones de 1:100 en PBS/Tween-20 al 0,5% y se detectaron
anticuerpos IgG usando IgG de conejo anti-ratdon policlonal acoplado a HRP como anticuerpos secundarios (diluciéon
1:5000 en PBS/Tween-20 al 0,5%, da Dako, Hamburg FRG) y TMB como sustrato, la densidad 6ptica se determin6
a 450 nm.

Resultados

Comenzando desde el dia 7 después de la inoculaciéon los anticuerpos IgG dirigidos contra la region unica de
VP1/de tipo silvestre eran detectables en ratones que se habian inoculado con las dos preparaciones purificadas de
la regién tnica de VP1/de tipo silvestre y la region unica de VP1/H153A (Figura 1). Las cantidades de anticuerpos
aumentaron de manera continua hasta el dia 28 después de la inoculacién. No pudieron observarse diferencias en la
reactividad de los ratones inoculados con la region dnica de VP1/de tipo silvestre o la region tnica de VP1/H153A.
Estos resultados indican que las dos proteinas son muy antigénicas. Los anticuerpos inducidos contra la variante de
la regién tnica de VP1/H153A tienen la capacidad de unirse a la region tnica de VP1/de tipo silvestre que se habia
usado como antigeno en el ELISA indicando un elevado grado de reactividad cruzada. Los ratones que se
inocularon con PBS en emulsion con adyuvantes completos de Freund no desarrollaron ninguna cantidad
significativa de anticuerpos especificos contra VP1.

Se inoculd en ratones el antigeno de la regién tnica de VP1/de tipo silvestre y el antigeno mutante (His153Ala). La
producciéon de anticuerpos especificos contra VP1 se analizé mediante ELISA. No se observaron diferencias en
cuanto a la capacidad de los dos antigenos para provocar la produccion de anticuerpos especificos contra VP1. Los
anticuerpos contra el antigeno mutante His153Ala eran similarmente activos para unirse a la region unica de VP1 de
tipo silvestre y viceversa. Esto indica que la variante mutante His153Ala de la regidn unica de VP1 del parvovirus
B19 tiene una capacidad comparable para provocar la produccién de anticuerpos a la del dominio de la proteina de
tipo silvestre. Puesto que se sabe que los principales epitopes neutralizantes se localizan en diferentes partes de la
proteina del centro activo de la enzima de tipo fosfolipasa A2 viral y cuando no se ven afectados por ninguna de las
mutaciones introducidas, los efectos sobre la inmunogenicidad de las proteinas son poco probables (57).

La combinacion de las dos estrategias — la produccion de capsides de VP1/VP2 en S. cerevisiae recombinante y la
destrucciéon de la actividad de tipo fosfolipasa A2- tiene el potencial para producir una vacuna que permita la
prevencion de la infeccion por el parvovirus B19 sin un nimero de efectos secundarios reducidos debido a la
produccion elevada de leucotrieno y prostaglandina y sin potencial peligroso para inducir reacciones autoinmunes
que pueden derivar en enfermedades reumaticas de larga duracion.

Leyenda

Figura 1. El desarrollo de anticuerpos IgG contra la region unica de VP1/de tipo silvestre. Se inocularon grupos de 5
ratones con la region tnica de VP1/de tipo silvestre, la region tnica de VP1/H153A o PBS. Las muestras de suero
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extraidas los dias que se indican después de la inoculacion se ensayaron en ELISA usando como antigeno la regiéon
Unica de VP1. En cada caso se determinaron los valores promedio obtenidos del ensayo de muestras individuales
de 5 ratones.
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Realizaciones preferidas de la presente invencion:

1. Una proteina capsidial VP1 modificada del parvovirus B19 que tiene una actividad enzimatica de tipo
fosfolipasa A2 reducida en comparacién con la proteina capsidial VP1 de tipo silvestre del parvovirus B19 que
tiene la secuencia de aminoacidos de la Sec ID N°: 1.

2. La proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizada porque los restos
aminoacidicos en la region unica de VP-1 estan modificados.

3. La proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, caracterizada porque los restos
aminoacidicos modificados residen en el centro activo de la fosfolipasa A2 en la proteina capsidial VP-1.

4. La proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
caracterizada porque uno o mas de los restos aminoacidicos en el centro activo de la fosfolipasa A2 se
modifican.

5. La proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizada porque uno o mas de
los restos aminoacidicos se modifican en la posicion 153: histidina; en la posicién 157: tirosina; en la posicion
162: lisina; y/o en la posicion 168: tirosina.

6. La proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizada porque la histidina
153 se modifica a alanina.

7. La proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizada porque la tirosina 157
se modifica a fenilalanina.

8. La proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con la reivindicacién 5, caracterizada porque la lisina 162
se modifica a leucina.

9. La proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con la reivindicacién 5, caracterizada porque la tirosina 168
se modifica a fenilalanina.

10. La proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
caracterizada porque la sustitucion de los restos aminoacidicos se realiza por mutagénesis dirigida.

11. También se desvela una molécula de acido nucleico aislada que codifica la proteina capsidial VP1 modificada
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
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12. Adicionalmente se desvela un vector de expresidon recombinante que comprende la molécula de acido
nucleico de acuerdo con la reivindicacion 11.

13. Un vector de expresion recombinante de acuerdo con la reivindicacion 12, caracterizado porque
adicionalmente comprende una proteina capsidial VP2 del parvovirus B19.

14. Un vector de expresion recombinante de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizado porque la proteina
capsidial VP1 modificada se fusiona con la proteina capsidial VP2.

15. Adicionalmente se desvela una célula huésped que comprende el vector de expresiéon recombinante de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14.

16. También se desvela la célula huésped de acuerdo con la reivindicaciéon 15 que es E. coli, una levadura,
preferentemente Saccharomyces cerevisiae o células animales.

17. Adicionalmente se desvela un procedimiento de produccion de la proteina capsidial VP1 modificada de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o el producto de fusién de la proteina capsidial VP1
modificada y la proteina capsidial VP2 de acuerdo con la reivindicacion 14, usando la célula huésped de acuerdo
con la reivindicacion 18 o 19.

18. También se desvela el procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 17, en el que la proteina capsidial VP1
modificada y/o el producto de fusion de la proteina capsidial VP1 modificada y la proteina capsidial VP2 estan
aislados y/o purificados.

19. La proteina capsidial VP1 modificada o el producto de fusion de la proteina capsidial VP1 modificada y la
proteina capsidial VP2 que pueden obtenerse usando el procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 17 o 18.

20. Adicionalmente se desvela la proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10 y 19, o el producto de fusién de la proteina capsidial VP1 modificada y la proteina
capsidial VP2 de acuerdo con la reivindicacién 19 para su uso como medicamentos.

21. También se desvela el uso de la proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10 y 19 a 20, con o sin proteina capsidial VP2 para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento contra una infeccion por parvovirus B19 y/o enfermedades autoinmunes y reumaticas asociadas al
parvovirus B19.

22. Adicionalmente se desvela el uso del producto de fusion de la proteina capsidial VP1 modificada y de la
proteina capsidial VP2 de acuerdo con la reivindicacién 19 o 20 para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento contra una infeccién por el parvovirus B19 y/o enfermedades autoinmunes y reumaticas asociadas al
parvovirus B19.

23. También se desvela el uso de acuerdo con la reivindicacion 21 o 22, caracterizado por que el tratamiento es
contra artralgias; artritis; mas preferentemente monoartritis, oligoartritis, poliartritis, artritis reumatoide y/o artritis
idiopatica juvenil; lupus eritematoso sistémico (LES); vasculitis, mas preferentemente vasculitis leucocitoclastica,
purpura de Henlein-Schoenoch, sindrome papulopurpurico en guantes y calcetines (SPPGC), enfermedad de
Kawasaki, arteritis de células gigantes (ACG), poliarteritis nodosa y/o granulomatosis de Wegener;
dermatomiositis; neutropenia autoinmune; trombocitopenia autoinmune; purpura trombocitopénica idiopatica
(PTI); anemia hemolitica autoinmune; y/o sindrome hemofagocitico asociado a un virus (SHAV).

24. Adicionalmente se desvela el uso de la proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 10 y 19 a 20, o el producto de fusion de la proteina capsidial VP1 modificada y la
proteina capsidial de VP2 de acuerdo con la reivindicacion 19 o 20, en un ensayo para detectar anticuerpos
dirigidos contra la proteina VP1 del virus B19 en una muestra a ensayar.

25. También se desvela el uso de las células huésped de acuerdo con la reivindicaciéon 15 o 16 en un ensayo
para detectar anticuerpos dirigidos contra la proteina VP1 del virus B19 en una muestra a ensayar.

26. Adicionalmente se desvelan particulas recombinantes similares a un virus constituidas por la proteina
capsidial VP1 modificada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o 19 a 20 con o sin
proteina capsidial VP2.

27. También se desvelan particulas recombinantes similares a un virus constituidas por el producto de fusién de
la proteina capsidial VP1 modificada y la proteina capsidial VP2 de acuerdo con la reivindicacion 19 o 20.

28. Adicionalmente se desvela el uso de las particulas recombinantes similares a un virus de acuerdo con la
reivindicacion 26 o 27 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento contra la infecciéon por
parvovirus B19 y/o enfermedades autoinmunes y reumaticas asociadas al parvovirus B19.
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29. También se desvela el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 28, caracterizado porque el tratamiento es
contra tratamiento es contra artralgias; artritis; mas preferentemente monoartritis, oligoartritis, poliartritis, artritis
reumatoide y/o artritis idiopatica juvenil; lupus eritematoso sistémico (LES); vasculitis, mas preferentemente
vasculitis leucocitoclastica, purpura de Henlein-Schoenoch, sindrome papular purpurico en guantes y calcetines
(SPPGC), enfermedad de Kawasaki, arteritis de células gigantes (ACG), poliarteritis nodosa y/o granulomatosis
de Wegener; dermatomiositis; neutropenia autoinmune; trombocitopenia autoinmune; purpura trombocitopénica
idiopatica (PTI); anemia hemolitica autoinmune; y/o sindrome hemofagocitico asociado a virus (SHAV).

30. Adicionalmente se desvela el uso de las particulas recombinantes similares a un virus de acuerdo con la
reivindicacion 26 o 27 en un ensayo para detectar anticuerpos dirigidos contra la proteina VP1 del virus B19 en
una muestra a ensayar.

31. Una composicién farmacéutica, especialmente una preparacién de vacuna para inducir una respuesta
inmunitaria que proporciona proteccion contra el parvovirus humano B19, que comprende la proteina capsidial
VP1 modificada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o 19 a 20, con o sin la proteina
capsidial VP2.

32. Una composicién farmacéutica, especialmente una preparacién de vacuna para inducir una respuesta
inmunitaria que proporciona proteccion contra el parvovirus humano B19, que comprende el producto de fusion
de la proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con la reivindicacion 19 o 20.

33. También se desvela una composicién farmacéutica, especialmente una preparacién de vacuna para inducir
una respuesta inmunitaria que proporciona proteccién contra el parvovirus humano B19, que comprende las
particulas recombinantes similares a un virus de acuerdo con la reivindicacion 26 o 27.

34. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 31 a 33, que comprende
adicionalmente uno o mas transportadores y/o adyuvantes adecuados para los propésitos de vacunacion.

35. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 31 a 34, que comprende
adicionalmente una sustancia inmunoestimuladora, seleccionada preferentemente del grupo que comprende
polimeros policatiénicos, especialmente polipéptidos policatidnicos, desoxinucleétidos inmunoestimuladores
(ODN); péptidos que contienen al menos dos motivos LysLeulys; compuestos neuroactivos, especialmente una
hormona de crecimiento humana; alumbre, adyuvantes completos o incompletos de Freund o combinaciones de
estos.

36. Adicionalmente se desvela un kit de diagnostico que comprende:
i) una proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, 19 o
20,y
i) reactivos complementarios.

37. También se desvela un kit de diagnostico que comprende:

i) un producto de fusion de la proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con las reivindicaciones 19 o 20,

y
i) reactivos complementarios.

38. También se desvela un kit de diagnostico que comprende:

i) particulas recombinantes similares a un virus de acuerdo con la reivindicacion 26 o 27, y
ii) Reactivos complementarios.

39. Adicionalmente se desvela el uso de la proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 10 o 19 a 20 con o sin proteina capsidial VP2 como un agente para modificar la actividad
de una actividad de la fosfolipasa A2 huésped.

40. También se desvela el uso del producto de fusion de la proteina capsidial VP1 modificada de acuerdo con la
reivindicacion 19 o 20 como un agente para modificar la actividad de una actividad de la fosfolipasa A2 huésped.

41. Adicionalmente se desvela el uso de particulas recombinantes similares a un virus de acuerdo con la
reivindicacion 26 o 27 como un agente para modificar la actividad de una actividad de la fosfolipasa A2 huésped.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende un adyuvante y una proteina capsidial VP1 modificada de
parvovirus B19 que tiene una sustitucién de aminoacido en uno o mas de entre histidina 153, tirosina 157, lisina 162
y/o tirosina 168, y que tiene una actividad enzimatica fosfolipasa A2 reducida de al menos 30 % en comparacion con
la proteina capsidial VP1 de tipo silvestre de parvovirus B19 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
1.

2. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que la histidina 153 esta sustituida con alanina, la
tirosina 157 esta sustituida con fenilalanina, la lisina 162 esta sustituida con leucina y/o la tirosina 168 esta sustituida
con fenilalanina.

3. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2, que adicionalmente comprende una
proteina capsidial VP2.

4. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 3, en la que la proteina capsidial VP1 modificada esta fusionada
con la proteina capsidial VP2.

5. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el adyuvante es un
desoxinucledtido inmunoestimulador, un péptido policatiénico, un péptido que contiene al menos dos motivos
LysLeuLys, un compuesto neuroactivo, Alumbre, adyuvante completo de Freund o adyuvante incompleto de Freund.

6. La composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la composicién
farmacéutica es una preparacion de vacuna que puede inducir una respuesta inmunitaria contra el parvovirus B19.
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{ Alineamientos de la proteina VP1 de Parvovirus (3 genotipos diferentes)
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TQGISGDSKKLASEESAFYVLEHSSFOLLGTGGHASMSYKFPBVPPENLEGCSQHF YEMY
TQGISGDSKKLASEESAFYVLEHSSFELLGTGGSA: SYKFPPVPPENLEGCSQHFYEMY
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L 781
L 781
L 781
*

aminoacidos conservados en los 3 genotipos: 743 /781 (95%)

alienamiento realizado por CLUSTAL W (1,8) alineamiento de secuenica multiple

Fig.2 ct
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