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DESCRIPCIÓN

Vacunas para la gripe basadas en el virus del mosaico de la papaya

CAMPO DE LA INVENCIÓN5

La presente invención se refiere al campo de las formulaciones de vacuna y coadyuvantes y, en particular, a 
vacunas de la gripe basadas en partículas víricas de plantas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN10

Hay tres géneros de virus de la gripe, A, B y C, causando el último mencionado solo dolencias respiratorias leves, 
que pueden identificarse mediante las diferencias antigénicas en sus proteínas de nucleocápsida y matriz. En 
general, las cepas de la gripe A son capaces de infectar un gran número de vertebrados, incluyendo seres humanos, 
animales domésticos y de granja, mamíferos marinos y diversas aves. Sin embargo, la gripe B y C están limitadas 15
en gran medida a los seres humanos, habiéndose observado infecciones por gripe B también en cerdos e 
infecciones por gripe C en focas. Los tipos de gripe A y B son los tipos más prevalentes en seres humanos y causan 
36.000 muertes y 114.000 hospitalizaciones al año solo en EE.UU. La mayoría de las vacunas de la gripe modernas 
están orientadas a los virus A o B, y predominantemente al tipo A.

20
La estructura física de todos los virus de la gripe A es similar. Las partículas víricas están recubiertas y pueden ser 
de forma esférica o filamentosa. El virus de la gripe A es un virus de ARN y su genoma consiste en 8 hebras de ADN 
sencillas: HA que codifica hemaglutinina, NA que codifica neuraminidasa, NP que codifica nucleoproteína, M que 
codifica dos proteínas de matriz (M1 y M2), NS que codifica dos proteínas no estructurales (NS1 y NEP), PA que 
codifica una ARN polimerasa, PB1 que codifica una ARN polimerasa y la proteína PB1-F2 y PB2 que codifica otra 25
ARN polimerasa. Esta naturaleza segmentada del genoma del virus de la gripe permite intercambiar genes 
completos entre diferentes cepas del virus, lo que conduce al surgimiento de nuevas cepas virulentas y proporciona 
por tanto un reto para la profilaxis y/o el tratamiento. La multiplicidad de las cepas de virus de la gripe confiere la 
necesidad de una vacunación anual según las cepas que sean más prevalentes en el momento, que se determina 
cada año por la Organización Mundial de la Salud.30

Las vacunas humanas existentes contienen tres cepas de virus muertos o atenuados, un virus A (H3N2), un virus A 
(H1N1) y un virus B. Las proteínas hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), que son grandes glicoproteínas 
accesibles en la superficie del virus, son la diana principal de la respuesta inmunitaria durante la infección, lo que a 
su vez ha inducido una deriva y un desplazamiento en estas proteínas (Fier et al., 2004, Virus Research 103: 173-35
176). La presión de selección del sistema inmunitario sobre las glicoproteínas de superficie favorece el surgimiento 
de virus mutados que se propagan eficazmente y causan nuevas epidemias. La cepa recién surgida se selecciona 
habitualmente como componente de la siguiente vacuna, pero esta puede no salir al mercado hasta 6-8 meses más 
tarde. Durante este tiempo, el virus en circulación tiene tiempo para evolucionar, lo que da como resultado una 
eficacia parcial de la vacuna. El reagrupamiento de los virus en los reservorios porcino y aviar complica el ciclo y 40
puede ser fuente de pandemias. 

Los virus de la gripe H9N2, por ejemplo, se han establecido en aves de corral terrestres de diferentes países 
asiáticos durante las dos últimas décadas y se han vuelto también endémicos en diferentes tipos de aves de corral 
terrestres en múltiples países del continente eurasiático (Xu et al., 2007, J. Virol. 81: 10389-10401). Recientemente, 45
se ha demostrado que la cocirculación a largo plazo de los virus H5N1 y H9N2 en diferentes tipos de aves de corral 
ha facilitado eventos de reagrupamiento frecuentes que son responsables de la gran diversidad genética de los virus 
H9N2 y H5N1. Esta situación favorece el surgimiento de virus de la gripe con potencial pandémico (Xu et al., 2007, 
ibíd.). Como tal, la vacunación de aves de corral puede ser eficaz en la prevención de la difusión de las cepas H9N2 
y reduce los riesgos de surgimiento de un nuevo virus que podría ser virulento también en seres humanos. 50

Una vacuna nasal atenuada viva de la gripe (FluMist® de Medlmmune Vaccines, Inc.) puede proporcionar cierto 
nivel de protección cruzada ante otras cepas de la gripe mediante la inducción de una respuesta de linfocitos T 
citotóxicos (CTL) hacia proteína altamente conservada encontrada dentro de la partícula vírica (Kaiser, 2006, 
Science 312: 380-383). Otro enfoque para crear una vacuna que proporcione protección inmunitaria ante cepas de la 55
gripe es orientarse a varios antígenos de la gripe universales. El ectodominio de la proteína de canal iónico M2e, un 
péptido de 25 aminoácidos de longitud, es una posible diana (Neirynck et al., 1999, Nat. Med. 5: 1157-1163). El 
péptido M2e se ha conjugado con diversos portadores para aumentar su estabilidad e inmunogenicidad, incluyendo 
hemocianina de lapa bocallave y proteína de membrana externa de Neisseria meninigitidis, y se ha mostrado que 
proporciona una protección parcial frente a infección por gripe (Fan et al., 2004, Vaccine 22: 2993-3003). Se cree 60
que la capacidad de protección del péptido M2e es solo parcial y, como tal, se ha sugerido que podría incluirse como 
componente adicional en las vacunas de la gripe anual (Kaiser, 2006, Science 312: 380-383). Sin embargo, se ha 
empleado la reticulación química del péptido M2e con una proteína hidrófoba para incorporación a un complejo 
lipídico, y la vacuna basada en liposoma resultante era exitosa en la protección de ratones ante la exposición a
diversas cepas de virus de la gripe (Ernst et al., 2006, Vaccine 24: 5152-5158).65
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La adición de coadyuvantes comerciales, tales como alúmina (De Filette et al., 2005, Virology 337: 149-161), toxina 
del cólera comercial (De Filette et al., 2006, Vaccine 24: 544- 551) o monofosforil-lípido A, redujo la morbilidad 
(pérdida de peso corporal, disminución de la temperatura corporal) y los síntomas observados en comparación con 
la protección mediada por M2 sin coadyuvantes (Neirynck et al., ibíd.).

5
Otro enfoque para una vacuna de la gripe universal es usar proteínas internas conservadas tales como la proteína 
de matriz (M1) o la nucleocápsida (NP) para provocar inmunidad basada en CTL en lugar de anticuerpos 
neutralizantes de HA y NA. Los CTL eliminarán las células infectadas mediante reconocimiento específico de los 
péptidos de la gripe cargados en el complejo de MHC de clase I. El complejo de MHC de clase I, localizado en la 
superficie de las células infectadas, presenta eficazmente péptidos derivados de proteínas altamente conservadas 10
como M1 y NP. La inyección de NP o M1 purificadas es improbable que cause sola una respuesta de CTL 
protectora, sino que en lugar de ello las proteínas diana deben estar asociadas a un coadyuvante o sistema de 
suministro que esté dirigido a desarrollar una respuesta de CTL ante un epítopo conservado, tal como vectores 
adenovíricos (Bangari y Mittal, 2006, Curr. Gene Ther. 6: 215-226; Ghosh et al., 2006, Appl. Biochem. Biotechnol.
133: 9-29) y vacunas de ADN (Laddy y Weiner, 2006, Int. Rev. Immunol. 25: 99-123; Stan et al., 2006, Hematol.15
Oncl. Clin. North. Am. 20: 613-636). Sin embargo, los vectores adenovíricos pueden neutralizarse por anticuerpos 
que inhiben su entrada en la CPA (Palker et al., 2004, Virus Res. 105: 183-194) y las vacunas de ADN no son 
inmunogénicas en animales grandes y requieren la adición de un coadyuvante tal como CpG para aumentar su 
inmunogenicidad (Klinman D.M., (2006) Int. Rev. Immunol. 25; 135-154).

20
Entre los numerosos nuevos enfoques para el desarrollo de vacunas, las partículas de tipo vírico (VLP) compuestas 
de nucleocápsidas víricas han surgido como una estrategia prometedora. Hasta la fecha, se ha mostrado que 
funcionan eficazmente en seres humanos dos vacunas de VLP, de virus de la hepatitis B (HBV) y papilomavirus 
humano (HPV), (Fagan et al., 1987, J. Med. Virol., 21: 49-56; Harper et al., 2004, Lancet, 364: 1757-1765). Se ha 
mostrado que las VLP compuestas por la proteína de cápsida principal L1 de papilomavirus humano (HPV), por 25
ejemplo, proporcionan un 100 % de protección ante el desarrollo de cánceres cervicouterinos (AuIt, K.A., 2006, 
Obstet. Gynecol. Surv. 61: S26-S31; Harper et al., 2004, Lancet 364: 1757-1765, véase también la solicitud de 
patente internacional PCT/US01/18701 (WO 02/04007)). Plataformas tales como el bacteriófago Qβ (Maurer et al., 
2005, Eur. J. Immunol. 35: 2031-2040), VLP de virus de la hepatitis B compuestas por la proteína de núcleo vírico 
(Mihailova et al., 2006, Vaccine 24: 4369-4377; Pumpens et al., 2002, Intervirology 45: 24-32) y VLP de parvovirus 30
(Antonis et al., 2006, Vaccine 24: 5481-5490; Ogasawara et al., 2006, In Vivo 20: 319-324) han mostrado también 
capacidad de portar epítopos e inducir una fuerte respuesta de anticuerpo.

Se ha descrito también la capacidad de VLP de parvovirus porcino (PPV) de actuar como coadyuvante cuando se 
administran independientemente a ratones con antígeno exógeno (Biosgérault et al., 2005, J. Immunol. 174: 3432-35
3439).

Se han descrito también VLP de virus de la gripe en la materia (véanse la solicitud de patente internacional nº 
PCT/US2004/022001 (WO 2005/020889) y las solicitudes de patente de EE.UU. nº 2005/0186621 y 2005/0009008). 
La reticulación química del péptido M2e con virus de la hepatitis B (HBV) (Jegerlehner et al., 2002, Vaccine 20:40
3104-3112) o con papilomavirus humano (HPV) (Ionescu et al., J. Pharm. Sci. 95: 70-79) y la fusión en fase del 
péptido M2e con proteína de cubierta de HBV (Neirynck et al., 1999, Nat. Med. 5: 1157-1163; Jegerlehner et al., 
2004, Vaccine 22: 3104-3112 y solicitud de patente de EE.UU. nº 2003/0202982) fueron todas exitosas para 
proteger a ratones ante la exposición a virus de la gripe. Se ha descrito también una VLP quimérica compuesta por 
la proteína de tipo 1 de retrotransposón de levadura fusionada con un epítopo de hemaglutinina o nucleoproteína del45
virus de la gripe (patente de EE.UU. nº 6.060.064).

Se ha descrito el uso de VLP de virus de plantas como sistemas de presentación de epítopos. Los virus de plantas 
se componen principalmente de proteínas que son altamente inmunogénicas y poseen una organización compleja, 
repetitiva y cristalina. Además, son filogenéticamente distantes del sistema inmunitario animal, lo que los hace 50
buenos candidatos para el desarrollo de vacunas. Por ejemplo, el virus del mosaico del caupí (CPMV), virus del 
mosaico del tabaco (TMV) y virus del mosaico de la alfalfa (AIMV) se han modificado para la presentación de 
epítopos de interés (Cañizares, M. C. et al., 2005, Immunol. Cell. Biol. 83: 263-270; Brennan et al., 2001, Molec. Biol.
17: 15-26). La solicitud de patente internacional PCT/GB97/01065 (WO 97/39134) describe partículas de tipo vírico 
quiméricas que comprenden una proteína de cubierta y una proteína no vírica que pueden usarse, por ejemplo, para 55
la presentación de epítopos peptídicos. La solicitud de patente internacional PCT/US01/07355 (WO 01/66778) 
describe una proteína de cubierta de virus de planta, y específicamente una proteína de cubierta del virus del 
tabaco, fusionada a través de un ligador con el extremo N de un polipéptido de interés, que puede incluir un epítopo 
de un microorganismo patogénico. La solicitud de patente internacional PCT/US01/20272 (WO 02/00169) describe
vacunas que comprenden la proteína de cubierta Y del virus de la patata o una proteína de cubierta truncada del60
virus del mosaico amarillo de la judía fusionada con un péptido extraño, y específicamente un epítopo del virus de la 
enfermedad de Newcastle o del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). También la patente de EE.UU. nº 
6.042.832 describe procedimientos de administración de fusiones de polipéptidos, tales como epítopos patogénicos, 
con virus del mosaico de la alfalfa o proteínas de cápsida de ilarvirus a un animal para originar una respuesta 
inmunitaria.65
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Se han descrito VLP derivadas de la proteína de cubierta del virus del mosaico de la papaya (PapMV) y su uso como 
inmunopotenciadores (solicitud de patente internacional nº PCT/CA03/00985 (WO 2004/004761)). La expresión de la 
proteína de cubierta de PapMV en E. coli conduce al autoensamblaje de VLP compuestas por varios cientos de 
subunidades de CP organizadas de manera repetitiva y cristalina (Tremblay et al., 2006, FEBS J. 273: 14). Los 
estudios de la expresión y purificación de constructos de deleción de CP de PapMV indican adicionalmente que el 5
autoensamblaje (o multimerización) de las subunidades de CP es importante para la función (Lecours et al., 2006, 
Protein Expression and Purification, 47: 273-280).

Se han descrito VLP derivadas del virus X de la patata (PVX) portadoras de un determinante antigénico de VIH 
(gp41 o gp120), HCV (NS3, E1 o E2), EBV (EBNA-3A, 3B o 3C) o del virus de la gripe (proteína de matriz o 10
hemaglutinina) (solicitud de patente europea nº 1.167.530). Y la capacidad de las VLP de PVX portadoras de un 
epítopo de VIH de inducir protección de anticuerpo en ratones por rutas humorales y mediadas por célula. Se usaron 
coadyuvantes adicionales junto con las VLP de PVX para potenciar este efecto.

La publicación de solicitud de patente internacional nº WO2005/055957 describe una proteína de nucleocápsida del15
virus de la hepatitis B (HBc) truncada C-terminal quimérica que contiene un inmunógeno para inducir anticuerpos 
ante proteína M2 de la gripe. De Fillette et al., (2006, Vaccine, 24: 6597-6601) describen la fusión genética del 
péptido M2e y secuencias de codificación del núcleo del virus de la hepatitis B (HBc), que proporciona partículas de 
tipo vírico altamente inmunogénicas. 

20
Se ha reseñado que las VLP de proteína del núcleo de hepatitis B o parvovirus inducen una respuesta de CTL 
incluso cuando no portan información genética (Ruedl et al., 2002, Eur. J. Immunol. 32; 818-825; Martínez et al., 
2003, Virology, 305; 428-435) y no pueden replicarse activamente en las células donde se invaginan. Se ha descrito 
también la presentación cruzada in vivo de dichas VLP portadoras de un epítopo del virus de coriomeningitis 
linfocítica (LCMV) o albúmina de huevo de gallina por células dendríticas (Ruedl et al., 2002, ibíd.; Moron, et al., 25
2003, J. Immunol. 171: 2242-2250). Se ha descrito también la capacidad de una VLP de proteína de núcleo de 
hepatitis B portadora de un epítopo de LCMV de sensibilizar una respuesta de CTL, sin embargo, esta VLP era 
incapaz de inducir la respuesta de CTL cuando se administraba sola y no conseguía mediar una protección eficaz 
ante la exposición vírica. Se indujo una respuesta de CTL eficaz solo cuando se usó la VLP junto con anticuerpos 
anti-CD40 u oligonucleótidos CpG (Storni, et al., 2002, J. Immunol. 168: 2880-2886). Un informe anterior indicaba 30
que las partículas de tipo parvovirus porcino (PPMV) portadoras de un péptido de LCMV eran capaces de proteger a 
ratones ante una exposición a LCMV letal (Sedlik, et al., 2000, J. Virol. 74: 5769-5775).

Se han propuesto VLP de virus del mosaico de la papaya fusionadas con péptidos de afinidad como alternativa a los 
anticuerpos monoclonales en la detección de enfermedades fúngicas (Morin et al., 2007, J. Biotechnology, 128: 423-35
434 [epub antes de imprenta de 26 de octubre de 2006]). Se han desarrollado VLP que eran capaces de unirse a 
esporas de Plasmodiophora brassicae con alta avidez y se ha demostrado que la unión de un constructo a las 
esporas estaba a un nivel comparable al de los anticuerpos policlonales. 

Esta información de fondo se proporciona con el fin de dar a conocer la información que el solicitante cree que es de 40
posible relevancia para la presente invención. No se pretende necesariamente la admisión, ni debería considerarse, 
de que ninguna de las informaciones precedentes constituye técnica anterior frente a la presente invención.

SUMARIO DE LA INVENCIÓN
45

Es un objeto de la presente invención proporcionar vacunas para la gripe basadas en el virus del mosaico de la 
papaya. De acuerdo con un aspecto de la invención, se proporciona un sistema presentador de antígeno que
comprende uno o más antígenos del virus de la gripe en combinación con un virus del mosaico de la papaya 
(PapMV) o una VLP que comprende la proteína de cubierta de PapMV, en el que dicho uno o más antígenos del 
virus de la gripe no están conjugados con dicho PapMV o VLP.50

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona una composición de vacuna de la gripe que comprende uno o más 
sistemas presentadores de antígeno de la invención.

En otro aspecto, la invención proporciona una composición que comprende el virus del mosaico de la papaya 55
(PapMV) o una VLP que comprende la proteína de cubierta de PapMV para uso para mejorar la eficacia de una 
vacuna de la gripe comercialmente disponible en la inducción de una respuesta inmunitaria en un animal ante un 
virus de la gripe, en la que dicha composición y dicha vacuna de la gripe se administran concomitantemente a dicho 
animal.

60
En otro aspecto, la invención proporciona una composición que comprende:

uno o más antígenos del virus de la gripe en combinación con un virus del mosaico de la papaya (PapMV) o una 
VLP que comprende la proteína de cubierta de PapMV, y

65
un coadyuvante,
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en la que dicho uno o más antígenos de virus de la gripe son antígenos peptídicos que están conjugados con la 
proteína de cubierta de dicho PapMV o VLP, y 

en la que dicho coadyuvante comprende PapMV o VLP de PapMV adicionales.5

De acuerdo con otro aspecto de la invención, se proporciona un polipéptido que comprende una proteína de cubierta 
del virus del mosaico de la papaya fusionada con uno o más antígenos peptídicos del virus de la gripe para uso en la 
preparación de la composición, en el que dicho polipéptido es capaz de autoensamblarse formando una VLP. 

10
De acuerdo con otro aspecto, se proporciona un polinucleótido que codifica un polipéptido de la invención.

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona el uso de un sistema presentador de antígeno de la invención para la 
fabricación de un medicamento para inducir una respuesta inmunitaria ante un virus de la gripe en un animal. 

15
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS

Estos y otros rasgos de la invención resultarán más evidentes en la siguiente descripción detallada en que se hace 
referencia a los dibujos adjuntos.

20
La Figura 1 presenta (A) la secuencia aminoacídica de la proteína de cubierta del virus del mosaico de la papaya 
(PapMV) (nº de acceso a GenBank NP_044334.1; SEQ ID NO:1), (B) la secuencia nucleotídica que codifica la 
proteína de cubierta de PapMV (nº de acceso a GenBank NC_001748 (nucleótidos 5889-6536); SEQ ID NO:2), (C) 
la secuencia aminoacídica de la proteína de cubierta de PapMV mutante CPΔN5 (SEQ ID NO:3), (D) la secuencia 
aminoacídica de la proteína de cubierta de PapMV mutante CPΔN5-SM fusionada en su extremo C con el péptido 25
M2e de la cepa H1N1 (A/Nueva Caledonia/20/99) del virus de la gripe (subrayado) y que contiene un marcador 
6xHis (SEQ ID NO:4), (E) la secuencia nucleotídica que codifica la proteína mostrada en (D) (SEQ ID NO: 5), (F) la 
secuencia aminoacídica de la proteína de cubierta de PapMV mutante CPΔN5 que contiene los sitios de restricción 
Spel-Mlul en el extremo C (CPΔN5-SM) (SEQ ID NO:46), (G) la secuencia aminoacídica de la proteína de cubierta 
de PapMV CPΔN5-SM fusionada en su extremo C con el péptido M2e de la cepa H9N2 del virus de la gripe 30
(subrayado) y que contiene un marcador 6xHis (SEQ ID NO:47), (H) la secuencia aminoacídica de la proteína de 
cubierta de PapMV CPΔN5-SM fusionada en su extremo C con el péptido M2e de la cepa H9N2 del virus de la gripe
(subrayado) con un espaciador de glicina (en negrita) insertado entre la secuencia de proteína de cubierta y la 
secuencia del péptido M2e y que contiene también un marcador 6xHis (SEQ ID NO:48), (I) la secuencia nucleotídica 
que codifica la proteína de cubierta de PapMV fusionada en su extremo C con el péptido M2e de la cepa H3N8 del35
virus de la gripe y que contiene un marcador 6xHis (SEQ ID NO:56), (J) la secuencia aminoacídica codificada por la 
secuencia mostrada en la Fig. 1I (SEQ ID NO:57), estando la secuencia del péptido M2e de H3N8 subrayada, (K) la 
secuencia nucleotídica que codifica la proteína de cubierta de PapMV CPΔN5-SM fusionada en su extremo C con el 
péptido M2e de la cepa H5N1 del virus de la gripe y que contiene un marcador 6xHis (SEQ ID NO:58), (L) la 
secuencia aminoacídica codificada por la secuencia mostrada en la Fig. 1K (SEQ ID NO:59), estando la secuencia 40
del péptido M2e de H5N1 subrayada, y (M) la secuencia nucleotídica que codifica la secuencia aminoacídica de 
CPΔN5-SM mostrada en (F) (SEQ ID NO:49).

La Figura 2 presenta los espectros de dicroísmo circular (DC) de PapMV de tipo silvestre (WT) y partículas de tipo 
vírico (VLP) de PapMV que comprenden las proteínas de cubierta de PapMV mutantes recombinantes CPΔN5, 45
E128A o K97A; (A) muestra el espectro de UV lejano de VLP de virus WT (línea negra), CPΔN5 (línea de puntos) y
E128A (línea gris), (B) muestra los espectros de UV lejano de discos aislados del virus WT mediante el 
procedimiento de ácido acético (línea negra) y del sobrenadante de alta velocidad de la proteína CPΔN5 (discos) 
(línea de puntos), (C) muestra los espectros de UV lejano de la proteína CPΔN5 (discos) (línea de puntos) y la 
proteína K97A (línea gris), (D) muestra los espectros de UV lejano de VLP de CPΔN5 y E128A a entre 250 y 350 50
nm, y (E) muestra los espectros de UV lejano de los discos de CPΔN5 y K97A a entre 250 y 350 nm.

La Figura 3 presenta los resultados de un análisis de filtración en gel de las proteínas de cubierta de PapMV 
mutantes recombinantes CPΔN5 y K97A; (A) representa el perfil de elución de proteína de la proteína purificada 
CPΔN5 (línea negra, línea gris: marcadores de peso molecular) y (B) representa el perfil de elución de proteína de la 55
proteína purificada CPΔN5 (línea negra) y la proteína purificada K97A (línea gris).

La Figura 4 presenta las curvas de desnaturalización inducida por temperatura de espectros de dicroísmo circular 
(DC) para las proteínas de cubierta de PapMV mutante y de tipo silvestre (WT) recombinantes; (A) muestra los 
perfiles para VLP de mutantes CPΔN5 y E128A y el virus WT, y (B) muestra los perfiles de los discos de CPΔN5 y60
WT. Se presentan los espectros en unidades de elipticidad residual media. Se monitorizó el desplegamiento 
registrando [Q] a 222 nm en función de la temperatura. Todos los espectros de DC mostrados se generaron con 
proteínas a una concentración de 1 mg/ml en tampón NaP 10 mM a pH 7,2.

La Figura 5 presenta (A) un alineamiento de las secuencias C-terminales de la proteína de cubierta de PapMV 65
(PapMV) y constructos de PapMV modificada que contienen epítopos restringidos a HLA-A*0201 de la proteína M1 
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de la gripe (posición 57 a 65; designado Flu de PapMV) o de gp100 (posición 209-217 con M en posición 210, 
designado gp100 de PapMV) y (B) imágenes de microscopio electrónico de cada una de las preparaciones de 
PapMV autoensambladas recombinantes.

La Figura 6 presenta los resultados del análisis por PAGE-SDS de la estabilidad de la proteína de cubierta de 5
PapMV recombinante (PapMV) y las fusiones de proteína de cubierta (PapMV-gp100 y PapMV-FIu) 2 y 7 meses 
después de sus síntesis. Se ilustran también los resultados de incubar preparaciones de proteína de 7 meses 
durante 7 días adicionales a 23 o 37 ºC, y el tratamiento con proteinasa K durante 5 minutos antes de la adición de 
tampón de carga e incubación en agua hirviendo.

10
La Figura 7 ilustra que pueden presentarse de forma cruzada epítopos de MHC de clase I de ambos antígenos 
cuando se someten a pulsos en 2 fuentes diferentes de CPA. Se prepararon linfocitos B activados con CD40 y CD a 
partir de un donante de HLA-A*0201 y se sometieron a pulsos durante 18 h con las preparaciones indicadas a 
diversas concentraciones. Se lavaron las células sometidas a pulsos y se añadieron linfocitos T específicos de 
gp100 (A) o FLU (B) durante 18 h adicionales. Se reveló la evidencia de activación de linfocitos T mediante la 15
secreción de IFN-γ determinada por ensayo ELISA.

La Figura 8 ilustra los resultados de (A) cocultivar linfocitos B activados con CD40 sometidos a pulsos de Flu de 
PapMV o gp100 de PapMV preparados a partir de donantes positivos o negativos de HLA-A*02 con linfocitos T 
específicos de FLU (panel izquierdo) o gp100 (panel derecho) y (B) incubar una línea de melanoma HLA-A*0201+ y20
gp100+, o linfocitos B activados con CD40 HLA-A*02+ sometidos a pulsos con Flu de PapMV con anticuerpos que 
bloquean la presentación de MHC de clase I, clase II o HLA-DR. Se añadieron entonces linfocitos T específicos de 
FLU o gp100. Se representan los resultados como el porcentaje de reconocimiento basado en el ensayo de 
secreción de IFN-γ, correspondiendo 100 % a la cantidad secretada por los controles positivos.

25
La Figura 9 ilustra que la presentación cruzada por MHC de clase I mediada por PapMV es independiente de 
proteosoma. Se incubaron una línea de melanoma HLA-A* 0201+ y gp100+ o linfocitos B activados con CD40 HLA-
A*02+ sometidos a pulsos con Flu de PapMV con anticuerpos que bloquean la presentación de MHC de clase I, 
clase II o HLA-DR. Se añadieron entonces linfocitos T específicos de FLU o gp100. Se representan los resultados 
como porcentaje de reconocimiento basado en el ensayo de secreción de IFN-γ, correspondiendo 100 % a la 30
cantidad secretada por los controles positivos. 

La Figura 10 presenta un análisis de la expansión de linfocitos T específicos del epítopo HLA-A*0201 de la proteína 
M1 de la gripe con CPA sometidas a pulsos de Flu de PapMV. (A) Se cocultivaron PBMC de un donante normal 
HLA-A2+ con linfocitos B activados con CD40 autólogos (blancos) o linfocitos B activados con CD40 sometidos a 35
pulsos con cualquiera de PapMV, Flu de PapMV o gp100 de PapMV. Se reestimularon las células cultivadas el día 7 
y se añadió IL-2 en diferentes momentos. Se valoró la especificidad de las células expandidas el día 15 por cocultivo 
con linfocitos T2 sometidos a pulsos con péptidos HLA-A*0201 de Flu o gp100. Se determinó la frecuencia de las 
células secretoras de IFN-γ por ELISPOT. (B) Se cocultivaron los linfocitos T cultivados expandidos con linfocitos B 
activados con CD40 sometidos a pulsos.40

La Figura 11 presenta los resultados de un análisis de la secreción de IFN-γ de linfocitos T expandidos tratados 
como en la Figura 10.

La Figura 12 presenta (A) secuencias C-terminales de proteína de cubierta de PapMV (PapMV) y proteína de 45
cubierta de PapMV modificada fusionada con el epítopo M2e (posición 2 a 24 del péptido M2e de la cepa H1N1 
A/Nueva Caledonia/20/99 del virus de la gripe; designada PapMV-M2e) y (B) imágenes de microscopia electrónica 
de VLP de PapMV y PapMV-M2e.

La Figura 13 ilustra la respuesta de anticuerpos en ratones Balb/C inyectados por vía subcutánea dos veces (día 0 y 50
día 15) con 1000 μg de VLP de PapMV, VLP de PapMV-M2e, discos de PapMV-M2e o VLP de PapMV-M2e + IgG 
(se añadieron 0,5 μl de suero aislado de un conjunto de ratones que se inmunizaron dos veces con VLP de PapMV-
M2e a las VLP para opsonizar la proteína con anticuerpos). Se muestra el título de IgG para cada ratón. Se 
inmunizaron 20 ratones por tratamiento. 

55
La Figura 14 presenta los resultados de un ensayo de protección ante la cepa H1N1 A/WSN/33 del virus de la gripe
(3 x DL50). Se vacunaron los ratones dos veces por inyecciones subcutáneas a intervalos de 2 semanas (día -30 y 
-15) con 100 μg de VLP de PapMV, VLP de PapMV-M2e, discos de PapMV-M2e o VLP de PapMV-M2e + IgG (se 
añadieron 0,5 μl de suero aislado de un conjunto de ratones que se inmunizaron dos veces con VLP de PapMV-M2e 
a las VLP para opsonizar la proteína con anticuerpos).60

La Figura 15 ilustra la correlación entre los niveles de IgG2a e IgG2b medidos en ratones vacunados con VLP de 
PapMV-M2e (A) o VLP de PapMV-M2e + IgG (B) y su capacidad de sobrevivir a una exposición a 3 x la DL50 de la 
cepa H1N1 (A/WSN/33) del virus de la gripe. Los animales que sobreviven a la infección se muestran como puntos 
libres.65
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La Figura 16 presenta los datos de pérdida de peso para ratones vacunados que sobreviven a la exposición a 3 x la 
DL50 de la cepa H1N1 (A/WSN/33) del virus de la gripe. Se combinaron el peso de los 9 animales vacunados con 
VLP de PapMV-M2e y los 16 animales vacunados con VLP de PapMV-M2e + IgG que sobrevivieron a la exposición 
los días 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 y 20.

5
La Figura 17 presenta una comparación de la respuesta proinflamatoria de PapMVCP y LPS en bolsas de aire 
dorsales generadas en ratones CD-1. Los datos representan la media ± EEM de 5 ratones. Los resultados son 
representativos de dos experimentos idénticos e independientes.

La Figura 18 ilustra la respuesta de anticuerpo de IgG específica de la proteína de cápsida de PapMV en ratones 10
C3H/HeJ inyectados por vía subcutánea con PapMVCP-E2 multimérico (VLP), la contrapartida monomérica 
(PapMVCP27-215-E2), el péptido E2 de HCV solo o PBS (se recubrieron las placas de ELISA con PapMV-CP o
PapMV27-215). Los datos representan el promedio de los títulos de anticuerpo de 4 ratones. Estos resultados son 
representativos de dos experimentos idénticos e independientes. Las flechas negras en los gráficos indican las 
inyecciones de recuerdo el día 15.15

La Figura 19 ilustra la capacidad del PapMV purificado aislado de plantas de reforzar las respuestas de anticuerpo 
ante los antígenos modelo (A) lisozima de huevo de gallina (HEL) y (B) ovoalbúmina (OVA) en ratones BALB/c (3 
por grupo) inmunizados el día 0 solo con antígeno, antígeno más PapMV, coadyuvante completo de Freund (FCA) o 
LPS de E. coli 0111:B4. Se muestra un resultado representativo de 2 experimentos. Se isotiparon los anticuerpos del 20
suero recogido de animales inmunizados por ELISA en los antígenos modelo (HEL u OVA) a (C) IgG1, (D) IgG 2a y
(E) IgG2b.

La Figura 20 presenta un análisis de clasificación celular asistida por fluorescencia (FACS) de la unión de VLP 
marcadas que comprenden fusiones de proteína de cubierta de PapMV (CP)-péptidos de afinidad a esporas de P. 25
brassicae (VLP de PapMV sin ninguna fusión (CP); VLP de PapMV fusionadas con péptido de control negativo (CP-
Neg); VLP de PapMV fusionadas con péptido A (CP-A); VLP de PapMV fusionadas con péptido B (CP-B); VLP de 
PapMV fusionadas con péptido C (CP-C)).

La Figura 21 demuestra la mejora de la avidez de unión de VLP marcadas que comprenden fusiones de proteína de 30
cubierta de PapMV (CP)-péptidos de afinidad a esporas de P. brassicae usando el análisis de FACS. (A) Añadir un 
tramo de 3 glicinas entre el extremo C de CP y el péptido A (CP-GlyA) dio como resultado una avidez mejorada por 
las esporas en reposo de P. brassicae en comparación con CP-A y (B) la duplicación del péptido A generando CP-
AA mejoró la avidez en comparación con CP-A.

35
La Figura 22 presenta (A) la PAGE-SDS (panel izquierdo) y la transferencia Western usando un anticuerpo anti-
PapMVCP (panel derecho) de proteína de cubierta de PapMV recombinante (PapMVCP) y proteína de cubierta de 
PapMV recombinante fusionada con el péptido M2e (PapMVCP-M2e), y (B) las microfotografías electrónicas de 
partículas de tipo vírico de PapMVCP (VLP) (panel izquierdo), discos de PapMVCP-M2e (panel central) y VLP de 
PapMVCP-M2e (panel derecho). Las barras son de 200 nm.40

La Figura 23 presenta (A) los títulos de anticuerpo de IgG e IgG2a ante el epítopo M2 de la gripe en ratones BALB/c 
que se inmunizaron dos veces con: PBS, 100 μg de VLP de PapMVCP, VLP de PapMVCP con 10 μg del péptido M2 
o VLP de PapMVCP-M2e solas. Los resultados se expresan como título de anticuerpo del criterio de valoración, en 
que el valor de D.O. es 3 veces mayor que el valor de fondo obtenido con una dilución 1:50 de suero preinmune de 45
ratones BALB/c. Los datos representan la media ± EEM de 5 ratones. (B) La unión de suero de los ratones 
vacunados por células infectadas con la cepa de la gripe A/WSN/33 (H1N1) medida por ELISA. Se usan células no 
infectadas como control negativo. Los resultados son representativos de dos experimentos idénticos e 
independientes. 

50
La Figura 24 presenta (A) los títulos de anticuerpo de IgG e IgG2a ante epítopo M2 de la gripe y (B) el peso corporal 
de ratones inmunizados dos veces (los días 0 y 14) con: PBS, VLP de PapMVCP, VLP de PapMVCP-M2e o discos 
de PapMVCP-M2e antes de la infección (el día 28) con la DL50 del virus de la gripe A/WSN/33 (H1N1). Los títulos de 
anticuerpo se expresan como título de anticuerpo del criterio de valoración, definido como el valor de D.O. que es 3 
veces mayor que el valor de fondo obtenido de una dilución 1:50 del suero preinmune de ratones BALB/c. Se midió 55
el peso corporal 8 días después de la infección y se expresa como el porcentaje del peso inicial. Los datos 
representan la media ± EEM de 20 ratones. 

La Figura 25 presenta los resultados de (A) isotipado de IgG por la respuesta de anticuerpo de M2e de la gripe 
después de 3 inmunizaciones, (B) medida de temperatura rectal, (C) peso corporal, (D) índice de supervivencia y 60
resultados del análisis de Kaplan-Meier, (E) títulos víricos pulmonares y (F) títulos de anticuerpo anti-M2 en el lavado 
broncoalveolar de ratones BALB/c que se inmunizaron 3 veces (los días 0, 14 y 28) con: PBS, VLP de PapMVCP 
(PapMVCP), VLP de PapMVCP-M2e (PapMVCP-M2e) o VLP de PapMVCP-M2e coadyuvadas con PapMVCP 
(PapMVCP-M2e/CP) o con alúmina (PapMVCP-M2e/alúmina) y expuestas posteriormente a virus de la gripe. Se 
determinaron el peso corporal y los títulos de anticuerpo anti-M2 en el pulmón 7 días después de la infección. El día 65
38, se extrajo sangre a los ratones y se determinaron los niveles de anticuerpo sérico (titulación). El día 42, se 
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infectaron con 4 DL50 de virus de la gripe A/WSN/33 (H1N1). El día 49, se sacrificaron la mitad de los ratones de 
cada grupo (5/10) para lavados broncoalveolares (LBA) y titulación vírica pulmonar. Se analizó en los ratones 
restantes (5/10) el índice de supervivencia. Se expresan los resultados de título de anticuerpo como título de 
anticuerpo del criterio de valoración, definido como el valor de D.O. que es 3 veces mayor que el valor de fondo 
obtenido de una dilución 1:50 de suero preinmune de ratones BALB/c (A) o de una dilución 1:5 de LBA preinmune de 5
ratones BALB/c (F). Los datos representan la media ± EEM de 10 (A-C) o 5 ratones (D-F).

La Figura 26 presenta los resultados de (A) isotipado de IgG para la respuesta de anticuerpo de epítopo de M2 de la 
gripe después de 3 inmunizaciones, (B) medida de temperatura rectal, (C) peso corporal, (D) índice de supervivencia 
y resultados del análisis de Kaplan-Meier, (E) títulos víricos pulmonares y (F) títulos de anticuerpo anti-M2 pulmonar 10
en ratones BALB/c que se inmunizaron 3 veces (los días 0, 14 y 28) con: PBS, VLP de PapMVCP (PapMVCP), VLP 
de PapMVCP-M2e (PapMVCP-M2e), anticuerpos monoclonales anti-PapMVCP (AcM), VLP de PapMVCP-M2e 
opsonizadas con anticuerpos monoclonales anti-PapMVCP (AcM) (CI [AcM/PapMVCP-M2e]), anticuerpos 
policlonales anti-PapMVCP-M2e (AcP), o VLP de PapMVCP-M2e opsonizadas con anticuerpos policlonales anti-
PapMVCP (AcP) (CI [AcP/PapMVCP-M2e]). Se determinaron el peso corporal y los títulos de anticuerpo anti-M2 15
pulmonar 7 días después de la infección. El día 38, se extrajo sangre a los ratones para la determinación de la 
titulación de anticuerpo sérico. El día 42, se infectaron los ratones con 4 DL50 de virus de la gripe A/WSN/33 (H1N1). 
El día 49, se sacrificaron la mitad de los ratones de cada grupo (5/10) para lavado broncoalveolar (LBA) y titulación 
vírica pulmonar, mientras que en los ratones restantes (5/10) se analizó el índice de supervivencia. Los datos 
representan la media ± EEM de 10 (A-C) o 5 ratones (D-F). Los resultados de título de anticuerpo se expresan como 20
título de anticuerpo del criterio de valoración, definido como el valor de D.O. que es 3 veces mayor que el valor de 
fondo obtenido con una dilución 1:50 de suero preinmune de ratones BALB/c (A) o con una dilución 1:5 de LBA
preinmune de ratones BALB/c (F).

La Figura 27 presenta (A) el isotipado de IgG para la repuesta de anticuerpo de epítopo de M2 de la gripe, (B) la 25
medida de la temperatura rectal, (C) el peso corporal y (D) el índice de supervivencia y los resultados de análisis de 
Kaplan-Meier para ratones BALB/c que se inmunizaron 3 veces (los días 0, 14 y 28) con: PBS, VLP de PapMVCP 
(PapMVCP), o una mezcla de VLP de PapMVCP-M2em no ultracentrifugadas y proteínas de menor peso molecular 
(discos, dímeros y monómeros) (PapMVCP-M2em). Se midió el peso corporal 8 días después de la exposición. El 
día 38, se extrajo sangre a los ratones para las determinaciones de la titulación de anticuerpo sérico. El día 42, se 30
infectaron con 1 DL50 de virus de la gripe A/WSN/33 (H1N1). Los resultados se expresan como título de anticuerpo 
del criterio de valoración, definido como el valor de D.O. que es 3 veces mayor que el valor de fondo obtenido con 
una dilución 1:50 de suero preinmune de ratones BALB/c.

La Figura 28 presenta (A) el isotipado de IgG para la respuesta de anticuerpo de epítopo de M2 de la gripe, (B) la 35
medida de la temperatura rectal, (C) el peso corporal y (D) el índice de supervivencia y los resultados del análisis de 
Kaplan-Meier para ratones BALB/c que se inmunizaron 3 veces (los días 0, 14 y 28) con: PBS, VLP de PapMVCP 
(PapMVCP), mezcla de PapMVCP-M2e (PapMVCP-M2em) que comprende VLP y proteínas de menor peso 
molecular (discos, dímeros y monómeros), PapMVCP-M2em coadyuvado con PapMVCP (PapMVCP-
M2em/PapMVCP) o con alúmina (PapMVCP-M2em/alúmina). Se midió el peso corporal 7 d después de la 40
exposición. El día 38, se extrajo sangre a los ratones para determinaciones de la titulación de anticuerpo sérico. El 
día 42, se infectaron con 4 DL50 de virus de la gripe A/WSN/33 (H1N1). Los resultados se expresan como título de 
anticuerpo del criterio de valoración, definido como el valor de D.O. que es 3 veces mayor que el valor de fondo 
obtenido con una dilución 1:50 de suero preinmune de ratones BALB/c. Los datos representan la media ± EEM de 
10 ratones (D-F).45

La Figura 29 presenta los resultados de (A) isotipado de IgG para la respuesta de anticuerpo de epítopo de M2 de la 
gripe después de 3 inmunizaciones, (B) medida de la temperatura rectal, (C) peso corporal, (D) índice de 
supervivencia y resultados del análisis de Kaplan-Meier para ratones BALB/c que se inmunizaron 3 veces (los días 
0, 14 y 28) con: PBS, VLP de PapMVCP (PapMVCP), mezcla de PapMVCP-M2e (PapMVCP-M2em) que comprende 50
VLP y proteínas de menor peso molecular (discos, dímeros y monómeros), anticuerpos monoclonales anti-
PapMVCP (AcM), PapMVCP-M2em opsonizado con anticuerpos monoclonales anti-PapMVCP (AcM) (CI
[AcM/PapMVCP-M2em]), anticuerpos policlonales anti-PapMVCP-M2e (AcP), o VLP de PapMVCP-M2em 
opsonizadas con anticuerpos policlonales anti-PapMVCP (AcP) (CI [AcP/PapMVCP-M2e]). Se determinó el peso 
corporal 7 días después de la infección. El día 38, se extrajo sangre a los ratones para la determinación de la 55
titulación de anticuerpo sérico. El día 42, se infectaron los ratones con una dosis de 4 DL50 de virus de la gripe 
A/WSN/33 (H1N1). El día 49, se analizó en los ratones el índice de supervivencia. Los datos representan la media ± 
EEM de 10. Los resultados de título de anticuerpo se expresan como título de anticuerpo del criterio de valoración, 
definido como el valor de D.O. que es 3 veces mayor que el valor de fondo obtenido con una dilución 1:50 de suero 
preinmune de ratones BALB/c (A).60

La Figura 30 presenta la respuesta de anticuerpo de IgG sérico ante (A) péptido M2e o (B) células infectadas por 
virus en hurones vacunados tres veces con 25 μg de VLP de PapMV-M2e, y los signos clínicos observados después 
de la exposición intranasal a 105 dosis infecciosas de la vacuna reagrupada PR8/Nueva Caledonia, (C) la 
temperatura corporal y (D) el peso corporal en los mismos animales. Se muestran los animales vacunados en negro, 65
se muestran los animales de control en gris.
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La Figura 31 presenta (A) los títulos de anticuerpo de IgG sérico ante el péptido M2, (B) los títulos de anticuerpo de 
IgG sérico ante células infectadas por virus, (C) la temperatura corporal, (D) el peso corporal y (E) los títulos víricos 
en fluidos de lavado nasal (medidos mediante dilución limitada diariamente durante los primeros 4 días, y cada dos 
días después de ello) en hurones vacunados dos veces con 25 μg y una tercera vez con 250 μg de VLP de PapMV-5
M2e, seguido de exposición intranasal a 105 TCID50 de la cepa A/USSR/77 del virus de la gripe. Se representan los 
animales vacunados en negro, se muestran los animales de control en gris.

La Figura 32 presenta (A) las secuencias C-terminales de proteínas de cubierta de PapMV que comprenden el 
péptido M2e de H9N2 (en negrita) fusionado entre la CP de PapMV y un marcador 6x His (6His) localizado en el 10
extremo C de la proteína, con (PapMV-3GLM2e de H9N2) o sin (PapMV-M2e de H9N2) un espaciador de glicina 
(subrayado) insertado entre la CP de PapMV y el M2e de H9N2, (B) la PAGE-SDS de las proteínas PapMV-M2e de 
H9N2 y PapMV-3GLM2e de H9N2 purificadas (carriles: 1. marcadores de peso molecular, 2. lisados bacterianos 
totales antes de la inducción de la expresión de la proteína PapMV-3M2e de H9N2 con IPTG, 3. lisados bacterianos 
totales después de la inducción de la expresión de la proteína PapMV-3M2e de H9N2 con IPTG, 4. en un segundo 15
gel, marcadores de peso molecular, 5. proteína PapMV-M2e de H9N2 recombinante purificada por afinidad en una 
columna de níquel, 6. en un tercer gel, marcadores de peso molecular, 7. lisados bacterianos totales antes de la 
inducción de la expresión de la proteína PapMV-3GLM2e de H9N2 con IPTG, 8. lisados bacterianos totales después 
de la inducción de la expresión de la proteína PapMV-3GLM2e de H9N2 con IPTG, 9. proteína PapMV-3GLM2e de 
H9N2 purificada), (C) el perfil de FPLC de las VLP de PapMV-M2e de H9N2 y PapMV-3GLM2e de H9N2 purificadas 20
y (D) las microfotografías electrónicas de VLP de PapMV, VLP de PapMV-3GLM2e de H9N2 y VLP de PapMV-M2e 
de H9N2 (las barras son de 100 nm).

La Figura 33 presenta A) los resultados del análisis ELISA de suero de ratones inyectados 3 veces a intervalos de 2 
semanas con preparaciones de PapMV-M2e de H9N2 como se indica (cada ratón se representa por un punto. El 25
valor basal representa el nivel de fondo obtenido con el presuero) y B) los títulos de IgG ante CP de PapMV y 
péptido Me2 de H9N2 en los ratones tratados.

La Figura 34 presenta A) los niveles de IgG total para dos ratones que se inyectaron 3 veces a intervalos de 2 
semanas con 100 μg de PapMV-M2e de H9N2 y que reaccionaban bien ante el péptido M2e durante un periodo de 30
140 días después de la primera inyección, B) el nivel de isotipo de IgG IgG1 en los mismos sueros que (A) durante el 
mismo periodo y C) la cantidad de isotipo de IgG IgG2a en los mismos sueros que A) durante el mismo periodo. 
Para el segundo ratón (rombos), se usaron solo sueros recogidos el día 140.

La Figura 35 presenta los resultados de ELISA de antisuero de PapMV-M2e de H9N2 obtenido de ratones que se 35
inyectaron 3 veces a intervalos de 2 semanas con 100 μg de PapMV-M2e de H9N2 y que reaccionaban bien ante el 
péptido M2e frente a péptidos M2e de diferentes cepas del virus de la gripe. Se muestran los resultados como un 
porcentaje de la reactividad del péptido de H9N2 de referencia [SEQ ID NO:40].

La Figura 36 presenta (A) las secuencias C-terminales de la proteína de cubierta de PapMV de tipo silvestre y la 40
proteína de cubierta de PapMV que comprende el péptido M2e de H3N8 (negrita) fusionado entre la secuencia de 
proteína de cubierta y un marcador de 6x His (6His), (B) un gel de PAGE-SDS que muestra la purificación de las 
proteínas recombinantes (Carriles: 1. marcadores de peso molecular, 2. lisados bacterianos totales de bacterias 
antes de la inducción de la expresión de la proteína de cubierta de PapMV con IPTG, 3. lisados bacterianos totales 
después de la inducción de la expresión de la proteína de cubierta de PapMV con IPTG, 4. proteína PapMV-M2e de 45
H3N8 total purificada, 5. sedimento de alta velocidad que contiene VLP de la proteína PapMV-M2e de H3N8 
purificada, 6. en un segundo gel, marcadores de peso molecular, 7. lisados bacterianos totales antes de la inducción 
de la expresión de la proteína PapMV-M2e de H3N8, 8. lisado bacteriano total de las bacterias antes de la inducción 
de la expresión de la proteína PapMV-M2e de H3N8 con IPTG, 9. sedimento de alta velocidad que contiene VLP de 
la proteína PapMV-M2e de H3N8 purificada), (C) el perfil de FPLC de las VLP PapMV-M2e de H3N8 purificadas y 50
(D) las microfotografías electrónicas del virus PapMV (panel izquierdo), partículas de tipo vírico recombinantes (VLP) 
(panel central) y VLP de PapMV-M2e de H3N8 (panel derecho).

La Figura 37 presenta (A) las secuencias C-terminales de la proteína de cubierta de PapMV de tipo silvestre y la 
proteína de cubierta de PapMV que comprende el péptido M2e de H5N1 (negrita) fusionado entre la secuencia de 55
proteína de cubierta y un marcador 6x His (6His), (B) un gel de PAGE-SDS que muestra la purificación de las 
proteínas recombinantes (Carriles: 1. marcadores de peso molecular, 2. lisados bacterianos totales de bacterias 
antes de la inducción de la expresión de VLP de proteína de PapMV con IPTG, 3. lisados bacterianos totales de 
bacterias después de la inducción de la expresión de VLP de proteína de PapMV con IPTG, 4. proteína PapMV-M2e 
de H5N1 total purificada, 5. sedimento de alta velocidad que contiene VLP de la proteína PapMV-M2e de H5N1 60
purificada, 6. en otro gel, marcadores de peso molecular, 7. lisados bacterianos totales de bacterias antes de la 
inducción de la expresión de la proteína PapMV-M2e de H5N1, 8. lisado bacteriano total de bacterias después de la 
inducción de la expresión de la proteína PapMV-M2e de H5N1 con IPTG, 9. sedimento de alta velocidad que 
contiene VLP de proteína PapMV-M2e de H5N1 purificada) y (C) las microfotografías electrónicas de virus PapMV 
(panel izquierdo), partículas de tipo vírico recombinantes (VLP) (panel central) y VLP de PapMV-M2e de H5N165
(panel derecho).
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La Figura 38 presenta gráficas que muestran los resultados de coadyuvar la vacuna de la gripe Fluviral® con 
PapMV aislado en ratones. Se inmunizaron los ratones con la vacuna Fluviral® o con la vacuna Fluviral®
coadyuvada con el virus PapMV WT. Se extrajo sangre a los ratones el día 5 (A), día 10 (B) o día 14 (C) después de 
la inmunización.5

La Figura 39 presenta las cantidades de isotipos de anticuerpo de IgG2a (A) e IgG1 (B) en ratones inmunizados con 
la vacuna Fluviral® o con la vacuna Fluviral® coadyuvada con el virus PapMV WT 14 días después de la 
inmunización.

10
La Figura 40 presenta los resultados de ELISA para mostrar la respuesta inmunitaria de ratones inmunizados con la 
vacuna Fluviral® o con la vacuna Fluviral® coadyuvada con PapMV WT frente a proteína NP recombinante: (A) 
muestra los títulos de IgG totales y (B) muestra los títulos de IgG2a en los sueros de ratones 14 días después de la 
inmunización. 

15
La Figura 41 presenta (A) la secuencia nucleotídica que codifica la proteína NP de la cepa A/WSN/33 del virus de la 
gripe [SEQ ID NO:63] y (B) la secuencia aminoacídica de la proteína NP [SEQ ID NO:64] codificada por la secuencia 
proporcionada en (A).

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN20

Se proporciona un sistema presentador de antígeno (SPA) que comprende uno o más antígenos en combinación 
con un virus del mosaico de la papaya (PapMV) o una VLP derivada del virus de mosaico de la papaya. De acuerdo 
con una realización de la presente invención, el SPA es capaz de inducir una respuesta inmunitaria humoral, una 
respuesta inmunitaria celular o ambas en un animal. El SPA es por tanto adecuado para uso como vacuna, que 25
puede requerir una participación activa de una o ambas de estas dos ramas del sistema inmunitario. 

En una realización de la presente invención, el SPA comprende uno o más antígenos del virus de la gripe y es 
adecuado para uso como vacuna para la gripe.

30
A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en la presente memoria 
tienen el mismo significado que se entiende habitualmente por un especialista en la materia a la que pertenece esta 
invención.

Como se usa en la presente memoria, el término “aproximadamente” hace referencia a aproximadamente una 35
variación de ± 10 % de un valor dado. Ha de entenderse que dicha variación está siempre incluida en cualquier valor 
dado proporcionado en la presente memoria, se haga referencia específica a ello o no.

El término “coadyuvante”, como se usa en la presente memoria, hace referencia a un agente que aumenta, estimula, 
acciona, potencia y/o modula una respuesta inmunitaria en un animal. Un coadyuvante puede tener o no efecto 40
sobre la respuesta inmunitaria misma. 

Como se usa en la presente memoria, una “proteína quimérica” es una proteína que se crea cuando dos o más 
genes que normalmente codifican dos proteínas o fragmentos de proteína separados se recombinan, naturalmente o 
como resultado de la intervención humana, proporcionando un polinucleótido que codifica una proteína (la “proteína 45
quimérica”) que es una combinación de todas o parte de cada una de estas dos proteínas. En el contexto de la 
presente invención, se considera que una “proteína de fusión” es una “proteína quimérica”. 

La expresión “proteína de cubierta de fusión” se usa en la presente memoria para hacer referencia a una proteína de 
fusión en que una de las proteínas en la fusión es una proteína de cubierta de PapMV.50

El término “respuesta inmunitaria”, como se usa en la presente memoria, hace referencia a una alteración de la 
reactividad del sistema inmunitario de un animal en respuesta a un antígeno o material antigénico y puede implicar la 
producción de anticuerpo, inducción de inmunidad mediada por célula, activación de complemento, desarrollo de 
tolerancia inmunológica o una combinación de los mismos. 55

Los términos “respuesta inmunoprotectora eficaz” e “inmunoprotección”, como se usan en la presente memoria, 
significan una respuesta inmunitaria que está dirigida hacia uno o más antígenos para proteger ante la enfermedad 
y/o infección por un patógeno en un animal vacunado. Con fines de la presente invención, la protección ante la 
enfermedad y/o infección por un patógeno incluye no solo la prevención absoluta de la enfermedad o infección, sino 60
también cualquier reducción detectable en el grado o clasificación de la enfermedad o infección, o cualquier 
reducción detectable de la gravedad de la enfermedad o cualquier síntoma o afección resultante de la infección por 
el patógeno en el animal vacunado, en comparación con un animal infectado o enfermo no vacunado. Puede 
inducirse una respuesta inmunoprotectora eficaz en animales que no habían padecido anteriormente la enfermedad, 
no se habían infectado anteriormente con el patógeno y/o no tienen la enfermedad o infección en el momento de la 65
vacunación. Puede inducirse también una respuesta inmunoprotectora eficaz en un animal que padece ya la 
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enfermedad o está infectado con el patógeno en el momento de la vacunación. La inmunoprotección puede ser el 
resultado de uno o más mecanismos, incluyendo inmunidad humoral y/o celular. 

Los términos “estimulación inmunitaria” e “inmunoestimulación”, como se usan intercambiablemente en la presente 
memoria, hacen referencia a la capacidad de una molécula, tal como PapMV o VLP de PapMV, que no está 5
relacionada con un patógeno o enfermedad animal de proporcionar protección ante la infección por el patógeno o 
ante la enfermedad estimulando el sistema inmunitario y/o mejorando la capacidad del sistema inmunitario de 
responder a la infección o enfermedad. La inmunoestimulación puede tener un efecto profiláctico, un efecto 
terapéutico o una combinación de los mismos.

10
Un “virus recombinante” es aquel en que el material genético de un virus de origen natural se ha combinado con otro 
material genético. 

“De origen natural”, como se usa en la presente memoria, aplicado a un objeto, hace referencia al hecho de que el 
objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, un organismo (incluyendo un virus) o una secuencia 15
polipeptídica o polinucleotídica que está presente en un organismo que puede aislarse de una fuente en la 
naturaleza y que no se ha modificad intencionalmente por el hombre en el laboratorio es de origen natural. 

Los términos “polipéptido” o “péptido” como se usan en la presente memoria se pretende que signifiquen una 
molécula en que hay al menos 4 aminoácidos ligados por enlaces peptídicos.20

La expresión “ácido nucleico vírico”, como se usa en la presente memoria, puede ser el genoma (o una mayoría del 
mismo) de un virus, o una molécula de ácido nucleico complementaria en secuencias de bases de ese genoma. Una 
molécula de ADN que es complementaria del ARN vírico se considera también ácido nucleico vírico, así como una 
molécula de ARN que es complementaria en la secuencia de bases del ADN vírico.25

El término “partícula de tipo vírico” (VLP), como se usa en la presente memoria, hace referencia a una partícula 
autoensamblante que tiene una apariencia física similar a una partícula vírica. La VLP puede comprender o no 
ácidos nucleicos víricos. Las VLP son generalmente incapaces de replicación.

30
El término “seudovirus”, como se usa en la presente memoria, hace referencia a una VLP que comprende 
secuencias de ácido nucleico, tales como ADN o ARN, incluyendo ácidos nucleicos en forma de plásmido. Los 
seudovirus son generalmente incapaces de replicación.

El término “vacuna”, como se usa en la presente memoria, hace referencia a un material capaz de producir una 35
respuesta inmunitaria.

Los términos “inmunógeno” y “antígeno” como se usan en la presente memoria hacen referencia a una molécula, 
moléculas, una porción o porciones de una molécula, o una combinación de moléculas, hasta e incluyendo células y 
tejidos enteros, que son capaces de inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto solos o en combinación con un 40
coadyuvante. El inmunógeno/antígeno puede comprender un solo epítopo o puede comprender una pluralidad de 
epítopos. El término engloba por tanto péptidos, carbohidratos, proteínas, ácidos nucleicos y diversos 
microorganismos, completos o en parte, incluyendo virus, bacterias y parásitos. Se considera también que los 
haptenos están englobados por los términos “inmunógeno” y “antígeno” como se usan en la presente memoria. 

45
Los términos “inmunización” y “vacunación” se usan intercambiablemente en la presente memoria para hacer 
referencia a la administración de una vacuna a un sujeto con fines de originar una respuesta inmunitaria y pueden 
tener un efecto profiláctico, un efecto terapéutico o una combinación de los mismos. La inmunización puede lograrse 
usando diversos procedimientos dependiendo del sujeto para tratar que incluyen, pero sin limitación, inyección
intraperitoneal (i.p.), inyección intravenosa (i.v.), inyección intramuscular (i.m.), administración oral, administración 50
intranasal, administración por pulverizador e inmersión.

Como se usan en la presente memoria, los términos “tratar”, “tratado” o “tratando”, cuando se usan con respecto a 
una enfermedad o patógeno, hacen referencia a un tratamiento que aumenta la resistencia de un sujeto a la 
enfermedad o infección con un patógeno (concretamente, reduce la probabilidad de que el sujeto contraiga la 55
enfermedad o se infecte con el patógeno) así como a un tratamiento después de que el sujeto haya contraído la 
enfermedad o se haya infectado para luchar contra la enfermedad o infección (por ejemplo, reducir, eliminar, mejorar 
o estabilizar una enfermedad o infección).

El término “sensibilizar” y las variaciones gramaticales del mismo, como se usa en la presente memoria, significa 60
estimular y/o accionar una respuesta inmunitaria ante un antígeno en un animal antes de administrar una vacunación 
de recuerdo con el antígeno.

El término “sujeto” o “paciente” como se usa en la presente memoria hace referencia a un animal necesitado de 
tratamiento.65
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El término “animal”, como se usa en la presente memoria, hace referencia tanto a seres humanos como a animales 
no humanos incluyendo, pero sin limitación, mamíferos, aves y peces, y engloba animales domésticos, de granja, de 
zoológico, de laboratorio y salvajes tales como, por ejemplo, vacas, cerdos, caballos, cabra, ovejas u otros animales 
ungulados, perros, gatos, pollos, patos, primates no humanos, conejillos de Indias, conejos, hurones, ratas, 
hámsteres y ratones.5

El término “sustancialmente idéntico”, como se usa en la presente memoria con relación a un ácido nucleico o 
secuencia aminoacídica, indica que, cuando se alinea óptimamente, usando por ejemplo los procedimientos 
descritos a continuación, el ácido nucleico o secuencia aminoacídica comparte al menos un 70 %, al menos un 
75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 10
97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia con un segundo ácido nucleico o secuencia 
aminoacídica definido (o "secuencia de referencia”). “Identidad sustancial” puede usarse para hacer referencia a 
diversos tipos de longitudes de secuencias, tales como secuencia completa, dominios funcionales, secuencias de 
codificación y/o reguladoras, promotoras y secuencias genómicas. La identidad porcentual entre dos secuencias 
aminoacídicas o de ácido nucleico puede determinarse de diversos modos que están dentro de las habilidades de un 15
trabajador de la materia, por ejemplo usando software informático públicamente disponible tal como alineamiento de 
Smith Waterman (Smith, T. F. y M. S. Waterman (1981) J. MoI. Biol. 147: 195-7); "BestFit" (Smith y Waterman, 
Advances in Applied Mathematics, 482-489 (1981)) como se incorpora en GeneMatcher Plus™, Schwarz y Dayhof 
(1979) “Atlas of Protein Sequence and Structure”, Dayhof, M. O., Ed pág. 353-358; el programa BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool (Altschul, S. F., W. Gish, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10) y variaciones del mismo que 20
incluyen el software BLAST-2, BLAST-P, BLAST-N, BLAST-X, WU-BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2, CLUSTAL y 
Megalign (DNASTAR). Además, los especialistas en la materia pueden determinar los parámetros apropiados para 
medir el alineamiento, incluyendo los algoritmos necesarios para conseguir un alineamiento máximo por toda la
longitud de las secuencias que se están comparando. En general, para secuencias aminoacídicas, la longitud de las 
secuencias de comparación será de al menos 10 aminoácidos. Un especialista en la materia entenderá que la 25
longitud real dependerá de la longitud global de las secuencias que se estén comparando y puede ser de al menos 
20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al menos 100, al 
menos 110, al menos 120, al menos 130, al menos 140, al menos 150 o al menos 200 aminoácidos, o puede ser la 
longitud total de la secuencia aminoacídica. Para ácidos nucleicos, la longitud de las secuencias de comparación 
será generalmente de al menos 25 nucleótidos, pero puede ser de al menos 50, al menos 100, al menos 125, al 30
menos 150, al menos 200, al menos 250, al menos 300, al menos 350, al menos 400, al menos 450, al menos 500, 
al menos 550 o al menos 600 nucleótidos, o puede ser la longitud completa de la secuencia de ácido nucleico. 

Los términos “correspondiente a” o “corresponde a” indican que una secuencia de ácido nucleico es idéntica a toda o 
una porción de una secuencia de ácido nucleico de referencia. En contraste, el término “complementario de” se usa 35
en la presente memoria para indicar que la secuencia de ácido nucleico es idéntica a toda o a una porción de la 
hebra complementaria de una secuencia de ácido nucleico de referencia. Para ilustración, la secuencia de ácido
nucleico “TATAC” corresponde a una secuencia de referencia "TATAC" y es complementaria de una secuencia de 
referencia "GTATA".

40
SISTEMA PRESENTADOR DE ANTÍGENOS (SPA)

Un sistema presentador de antígenos (SPA) de la presente invención comprende uno o más antígenos en 
combinación con un virus del mosaico de la papaya (PapMV) o una VLP derivada de una proteína de cubierta de 
PapMV. Se entiende por “derivado de” que la VLP comprende proteínas de cubierta que tienen una secuencia 45
aminoacídica sustancialmente idéntica a la secuencia de la proteína de cubierta de tipo silvestre y pueden incluir 
opcionalmente uno o más antígenos conectados con la proteína de cubierta, como se describe con más detalle a 
continuación. La proteína de cubierta de PapMV puede comprender la secuencia de la proteína de cubierta de tipo 
silvestre o una versión modificada de la misma que es capaz de multimerización y autoensamblaje formando una 
VLP. En una realización de la presente invención, como se describe con detalle a continuación, el SPA comprende 50
uno o más antígenos de un virus de la gripe.

El uno o más antígenos comprendidos por el SPA pueden estar conjugados con una proteína de cubierta de PapMV 
o VLP de PapMV, o pueden estar no conjugados (concretamente, separados de PapMV o VLP de PapMV), o el SPA 
puede incluir tanto antígenos conjugados como no conjugados. En este último contexto, se hace referencia a los 55
antígenos no conjugados como antígenos aislados adicionales (AAA). Los AAA pueden ser iguales o diferentes que 
el antígeno o antígenos conjugados. La conjugación puede ser, por ejemplo, mediante fusión genética con la 
proteína de cubierta o mediante unión por medios covalentes, no covalentes o de afinidad.

El PapMV o VLP de PapMV incluido en el SPA actúa por tanto como inmunopotenciador capaz de potenciar una 60
respuesta inmunitaria en un animal, y opcionalmente como portador para el antígeno o antígenos comprendidos por 
el SPA. De acuerdo con una realización de la presente invención, el SPA es capaz de inducir una respuesta 
inmunitaria humoral y/o celular en un animal y es por tanto adecuado para uso como vacunas, por ejemplo una 
vacuna de la gripe.

65
Virus del mosaico de la papaya (PapMV) y VLP de PapMV 
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El SPA de la presente invención comprende PapMV o VLP de PapMV. Las VLP de PapMV se forman a partir de 
proteínas de cubierta de PapMV recombinantes que se han multimerizado y autoensamblado formando una VLP. 
Cuando se ensamblan, cada VLP comprende una matriz helicoidal larga de subunidad de proteína de cubierta. El 
virus de tipo silvestre comprende más de 1200 subunidades de proteína de cubierta y es de aproximadamente 5005
nm de longitud. Sin embargo, las VLP de PapMV que son más cortas o más largas que el virus de tipo silvestre 
pueden seguir siendo eficaces. En una realización de la presente invención, la VLP comprende al menos 40 
subunidades de proteína de cubierta. En otra realización, la VLP comprende entre aproximadamente 40 y 
aproximadamente 1600 subunidades de proteína de cubierta. En una realización alternativa, la VLP es de al menos
40 nm de longitud. En otra realización, la VLP es de entre aproximadamente 40 nm y aproximadamente 600 nm de 10
longitud.

Las VLP de la presente invención pueden prepararse a partir de una pluralidad de proteínas de cubierta 
recombinantes que tienen secuencias aminoacídicas idénticas, de tal modo que la VLP final ensamblada comprenda 
subunidades de proteína de cubierta idénticas, o la VLP puede prepararse a partir de una pluralidad de proteínas de 15
cubierta recombinantes que tienen diferentes secuencias aminoacídicas, de tal modo que la VLP final ensamblada 
comprenda variaciones en sus subunidades de proteína de cubierta. 

La proteína de cubierta usada para formar la VLP puede ser la proteína de cubierta de PapMV completa o parte de 
la misma, o puede ser una versión modificada genéticamente de la proteína de cubierta de PapMV, por ejemplo, que 20
comprende una o más deleciones, inserciones, reemplazos y similares de aminoácidos, a condición de que la 
proteína de cubierta retenga la capacidad de multimerizar y ensamblarse en una VLP. La secuencia aminoacídica de 
la proteína de cubierta de PapMV de tipo silvestre (o cápsida) es conocida en la materia (véanse Sit, et al., 1989, J. 
Gen. Virol., 70: 2325-2331 y el nº de acceso a GenBank NP_044334.1) y se proporciona en la presente memoria 
como SEQ ID NO:1 (véase la Figura 1A). La secuencia nucleotídica de la proteína de cubierta de PapMV es también 25
conocida en la materia (véanse Sit, et al., ibíd., y el nº de acceso a GenBank NC_001748 (nucleótidos 5889-6536)) y 
se proporciona en la presente memoria como SEQ ID NO:2 (véase la Figura 1B).

Como se observa anteriormente, la secuencia aminoacídica de la proteína de cubierta de PapMV recombinante 
comprendida por la VLP no tiene que corresponder precisamente a la secuencia original (de tipo silvestre), 30
concretamente puede ser una “secuencia variante”. Por ejemplo, la proteína recombinante puede mutagenizarse por 
sustitución, inserción o deleción de uno o más residuos aminoacídicos, de modo que el residuo en ese sitio no 
corresponda a la secuencia original (de referencia). Un especialista en la materia apreciará, sin embargo, que dichas 
mutaciones no serán extensas y no afectarán drásticamente a la capacidad de la proteína de cubierta recombinante 
de multimerizar y ensamblarse en una VLP. Puede valorarse la capacidad de una versión variante de la proteína de 35
cubierta de PapMV de ensamblarse en multímeros y VLP, por ejemplo, mediante microscopia electrónica siguiendo 
técnicas estándares, tales como los procedimientos ejemplares presentados en los ejemplos proporcionados en la 
presente memoria. 

Se contemplan por lo tanto también por la presente invención proteínas de cubierta recombinantes que son 40
fragmentos de la proteína de tipo silvestre que retienen la capacidad de multimerizar y ensamblarse en una VLP 
(concretamente son fragmentos “funcionales”). Por ejemplo, un fragmento puede comprender una deleción de uno o 
más aminoácidos del extremo N, el extremo C o el interior de la proteína, o una combinación de los mismos. En 
general, los fragmentos funcionales son de al menos 100 aminoácidos de longitud. En una realización de la presente 
invención, los fragmentos funcionales son de al menos 150 aminoácidos, al menos 160 aminoácidos, al menos 170 45
aminoácidos, al menos 180 aminoácidos y al menos 190 aminoácidos de longitud. Las deleciones realizadas en el 
extremo N de la proteína deberían eliminar generalmente menos de 25 aminoácidos para retener la capacidad de 
multimerizar de la proteína.

De acuerdo con la presente invención, cuando una proteína de cubierta recombinante comprende una secuencia 50
variante, la secuencia variante es al menos aproximadamente un 70 % idéntica a la secuencia de referencia. En una 
realización, la secuencia variante es al menos aproximadamente un 75 % idéntica a la secuencia de referencia. En 
otras realizaciones, la secuencia variante es al menos aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 
85 %, al menos aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente un 95 % y al menos aproximadamente un 
97 % idéntica a la secuencia de referencia. En una realización específica, la secuencia aminoacídica de referencia 55
es de SEQ ID NO: 1.

En una realización de la presente invención, la VLP comprende una versión modificada genéticamente 
(concretamente variante) de la proteína de cubierta de PapMV. En otra realización, la proteína de cubierta de 
PapMV se ha modificado genéticamente para eliminar aminoácidos del extremo N o C de la proteína y/o para incluir 60
una o más sustituciones aminoacídicas. En una realización adicional, la proteína de cubierta de PapMV se ha 
modificado genéticamente para eliminar entre aproximadamente 1 y aproximadamente 10 aminoácidos del extremo 
N o C de la proteína.

En una realización específica, la proteína de cubierta de PapMV se ha modificado genéticamente para retirar uno de 65
los dos codones de metionina que aparecen proximales al extremo N de la proteína (concretamente, en las 
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posiciones 1 y 6 de la SEQ ID NO:1) y puede iniciar la traducción. La retirada de uno de los codones de iniciación de 
la traducción permite producir una población homogénea de proteínas. El codón de metionina seleccionado puede 
retirarse, por ejemplo, sustituyendo uno o más de los nucleótidos que constituyen el codón de tal modo que el codón 
codifique un aminoácido distinto de metionina, o se vuelva un codón de terminación. Como alternativa, puede 
eliminarse todo o parte del codón o de la región 5’ del ácido nucleico que codifica la proteína que incluye el codón 5
seleccionado. En una realización específica de la presente invención, la proteína de cubierta de PapMV se ha 
modificado genéticamente para eliminar entre 1 y 5 aminoácidos del extremo N de la proteína. En una realización
adicional, la proteína de cubierta de PapMV modificada genéticamente tiene una secuencia aminoacídica 
sustancialmente idéntica a la SEQ ID NO:3. En una realización adicional, la proteína de cubierta de PapMV que se 
ha modificado genéticamente incluye aminoácidos adicionales (por ejemplo, entre aproximadamente 1 y 10
aproximadamente 8 aminoácidos) en el extremo C resultantes de la inclusión de uno o más sitios de enzima de 
restricción específicos en la secuencia nucleotídica de codificación. En una realización específica, la proteína de 
cubierta de PapMV tiene una secuencia aminoacídica sustancialmente idéntica a la SEQ ID NO:46.

Cuando la proteína de cubierta recombinante comprende una secuencia variante que contiene una o más 15
sustituciones aminoacídicas, estas pueden ser sustituciones “conservativas” o sustituciones “no conservativas”. Una 
sustitución conservativa implica el reemplazo de un residuo aminoacídico por otro residuo que tiene propiedades de 
cadena lateral similares. Como es conocido en la materia, los 20 aminoácidos de origen natural pueden agruparse 
según las propiedades fisicoquímicas de sus cadenas laterales. Los agrupamientos adecuados incluyen alanina, 
valina, leucina, isoleucina, prolina, metionina, fenilalanina y triptófano (cadenas laterales hidrófobas); glicina, serina, 20
treonina, cisteína, tirosina, asparagina y glutamina (cadenas laterales polares no cargadas); ácido aspártico y ácido 
glutámico (cadenas laterales ácidas) y lisina, arginina e histidina (cadenas laterales básicas). Otro agrupamiento de 
aminoácidos es fenilalanina, triptófano y tirosina (cadenas laterales aromáticas). Una sustitución conservativa implica 
la sustitución de un aminoácido por otro aminoácido del mismo grupo. Una sustitución no conservativa implica el 
reemplazo de un residuo aminoacídico por otro residuo que tiene diferentes propiedades de cadena lateral, por 25
ejemplo, el reemplazo de un residuo ácido por un residuo neutro o básico, el reemplazo de un residuo neutro por un 
residuo ácido o básico, el reemplazo de un residuo hidrófobo por un residuo hidrófilo y similares.

En una realización de la presente invención, la secuencia variante comprende una o más sustituciones 
conservativas. El reemplazo de un aminoácido por otro que tiene propiedades diferentes puede mejorar las 30
propiedades de la proteína de cubierta. Por ejemplo, como se describe en la presente memoria, la mutación del 
residuo 128 de la proteína de cubierta mejora el ensamblaje de la proteína en VLP. En una realización de la 
presente invención, por lo tanto, la proteína de cubierta comprende una mutación en el residuo 128 de la proteína de 
cubierta en que se sustituye el residuo de ácido glutámico en esta posición por un residuo neutro. En una realización 
adicional, se sustituye el residuo de ácido glutámico en posición 128 por un residuo de alanina. 35

Igualmente, la secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína de cubierta recombinante no tiene que 
corresponder precisamente a la secuencia de referencia original, sino que puede variar en virtud de la degeneración 
del código genético y/o de tal modo que codifique una secuencia aminoacídica variante como se describe 
anteriormente. En una realización de la presente invención, por lo tanto, la secuencia de ácido nucleico que codifica 40
la proteína de cubierta recombinante es al menos aproximadamente un 70 % idéntica a la secuencia de referencia. 
En otra realización, la secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína de cubierta recombinante es al menos 
aproximadamente un 75 % idéntica a la secuencia de referencia. En otras realizaciones, la secuencia de ácido 
nucleico que codifica la proteína de cubierta recombinante es al menos aproximadamente un 80 % idéntica, al 
menos aproximadamente un 85 % o al menos aproximadamente un 90 % idéntica a la secuencia de referencia. En 45
una realización específica, la secuencia de ácido nucleico de referencia es la SEQ ID NO:2.

La proteína de cubierta de VLP de PapMV puede estar opcionalmente fusionada genéticamente con uno o más 
antígenos, un péptido de afinidad u otra secuencia peptídica corta para facilitar la conexión de uno o más antígenos, 
como se describe con más detalle a continuación.50

Antígenos 

De acuerdo con una realización de la presente invención, el SPA comprende uno o más antígenos de la gripe. El 
antígeno puede ser un inmunógeno, epítopo, mimótopo o determinante antigénico derivad del virus de la gripe y 55
puede ser, por ejemplo, un péptido, una proteína, un ácido nucleico o una combinación de los mismos derivada del 
virus de la gripe, o puede ser una versión inactivada o atenuada del virus.

En una realización de la invención en que el uno o más antígenos comprendidos por el SPA están no conjugados, 
los antígenos pueden proporcionarse en forma de una vacuna de la gripe conocida. Los ejemplos de vacunas de la 60
gripe comercialmente disponibles incluyen, pero sin limitación, Fluviral® (GlaxoSmithKline), FluMist® (Medlmmune 
Vaccines), Fluad® (Chiron), Invivac® (Solvay Pharmaceuticals), Fluarix® (GlaxoSmithKline) y la basada en virosoma 
Inflexal V® (Berna Biotech). Son conocidas en la materia otras vacunas de la gripe.

En una realización de la presente invención, el uno o más antígenos son proteínas o péptidos derivados del virus de 65
la gripe. Son conocidos en la materia una serie de proteínas y péptidos antigénicos del virus de la gripe, sin 
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embargo, como se entendería por un especialista, el antígeno o antígenos adecuados pueden seleccionarse 
también para incorporación a un SPA basándose en el ensayo de su capacidad de inducir una respuesta inmunitaria 
en un animal usando técnicas inmunológicas estándares conocidas en la materia. Los ejemplos de proteínas 
antigénicas adecuadas incluyen las proteínas de membrana, hemaglutinina (HA) y neuramidasa (NA), la región 
expuesta a la superficie (concretamente los 24 aminoácidos N-terminales o el péptido M2e) o la región 5
citoplasmática (concretamente los 534 residuos C-terminales) de la proteína M2, o la nucleoproteína interna 
conservada (NP) o la proteína M1.

Como es conocido en la materia, el intervalo de hospedadores de ciertas cepas de la gripe puede ser limitado. En 
general, las cepas de gripe A son capaces de infectar un gran número de vertebrados incluyendo seres humanos, 10
animales domésticos y de granja, mamíferos marinos y diversas aves. La gripe B, en contraposición, está limitada en 
gran medida a seres humanos y cerdos, y la gripe C se ha observado en seres humanos y focas. 

Los seres humanos se infectan por una variedad de cepas de gripe A, siendo las cepas más comunes H1N1, H1N2 
y H3N2. En cerdos, son prevalentes las cepas H1N1, H1N2 y H3N2, mientras que en caballos son prevalentes las 15
cepas H7N7 y H3N8. Las aves de corral están también afectadas por una amplia variedad de cepas incluyendo
H1N7, H2N2, H3N8, H4N2, H4N8, H5N1, H5N2, H5N9, H6N5, H7N2, H7N3, H9N2, H10N7, H11N6, H12N5, H13N6 
y H14N5, muchas de las cuales se han reseñado también en seres humanos. Las cepas H5N1, H9N2 y H7N7 se 
considera que son zoonóticas, cepas pandémicas potenciales, y son capaces de afectar a una variedad de 
vertebrados. Se ha reseñado que H5N1 infecta a gatos domésticos y se ha reseñado H3N8 en perros.20

Las secuencias de las proteínas del virus de la gripe HA, NA, M2, NP y M1 de diversas cepas de la gripe son 
conocidas en la materia y son fácilmente accesibles en la base de datos GenBank mantenida por el Centro Nacional 
para la Información Biotecnológica (NCBI). Por ejemplo, se proporciona la secuencia aminoacídica de la proteína NP 
de la cepa de la gripe A A/WSN/33 en la Fig. 41B [SEQ ID NO:64]. Por lo tanto, los antígenos adecuados para 25
inclusión en los SPA pueden seleccionarse fácilmente por el especialista basándose en el conocimiento en la 
materia de las regiones antigénicas de proteínas de la gripe y teniendo en consideración el animal en que se va a 
originar respuesta inmunitaria con el SPA final.

Se han identificado diversas regiones antigénicas de las proteínas anteriormente indicadas y son adecuadas para 30
uso en el SPA de la presente invención. Los antígenos comprendidos por el SPA de la presente invención pueden 
ser proteínas completas o fragmentos antigénicos de las mismas. Para seres humanos, los fragmentos antigénicos 
de HA, NP y proteínas de matriz incluyen, pero sin limitación, los epítopos de hemaglutinina: HA 91-108, HA 307-319 
y HA 306-324 (Rothbard, 1988, Cell 52: 515-523), HA 458-467 (Alexander et al., J. Immunol. 1997, 159(10): 4753-
61), HA 213-227, HA 241-255, HA 529-543 y HA 533-547 (Gao, W. et al., 2006 J. Virol., 80: 1959-1964); los epítopos 35
de nucleoproteína: NP 206-229 (Brett, 1991, J. Immunol. 147: 984-991), NP 335-350 y NP 380-393 (Dyer y
Middleton, 1993, en: “Histocompatibility testing, a practical approach” (Ed.: Rickwood, D. and Hames, B. D.) IRL 
Press, Oxford, pág. 292; Gulukota y DeLisi, 1996, “Genetic Analysis: Biomolecular Engineering”, 13: 81), NP 305-313 
(DiBrino, 1993, PNAS 90: 1508-12); NP 384-394 (Kvist, 1991, Nature 348:446-448); NP 89-101 (Cerundolo, 1991, 
Proc. R. Soc. Lon. 244: 169-7); NP 91-99 (Silver et al., 1993, Nature 360: 367-369); NP 380-388 (Suhrbier, 1993, J. 40
Immunol. 79: 171-173); NP 44-52 y NP 265-273 (DiBrino, 1993, ibíd.) y NP 365-380 (Townsend, 1986, Cell 44: 959-
968); los epítopos de proteína de matriz (M1): M1 2-22, M1 2-12, M1 3-11, M1 3-12, M1 41-51, M1 50-59, M1 51-59, 
M1 134-142, M1 145-155, M1 164-172, M1 164-173 (todos descritos por Nijman, 1993, Eur. J. Immunol. 23: 1215-
1219); M1 17-31, M1 55-73, M1 57-68 (Carreno, 1992, MoI. Immunol. 29: 1131-1140); M1 27-35, M1 232-240 
(DiBrino, 1993, ibíd.), M1 59-68 y M1 60-68 (Connan et al., Eur. J. Immunol. 1994, 24(3): 777-80) y M1 128-135 45
(Dong et al., Eur. J. Immunol. 1996, 26(2): 335-39).

En una realización de la presente invención, el SPA comprende una proteína antigénica completa, o un fragmento 
que engloba varios de los epítopos anteriormente indicados. En otra realización, el SPA comprende la proteína M1 o 
NP completa, o un fragmento de M1 o NP que comprende una pluralidad de epítopos. En una realización adicional, 50
el SPA comprende un fragmento de M1 o NP que comprende una pluralidad de los epítopos enumerados 
anteriormente. 

Son conocidas otras regiones antigénicas y epítopos. Por ejemplo, pueden emplearse fragmentos de la proteína de 
canal iónico (M2) como antígenos para inclusión en el SPA de la presente invención, incluyendo el péptido M2e (el 55
dominio extracelular de M2). La secuencia de este péptido está altamente conservada entre diferentes cepas de la 
gripe. Se muestra en la Tabla 1 un ejemplo de una secuencia del péptido M2e como SEQ ID NO:6. Se han 
identificado variantes de esta secuencia en la materia y se muestran algunas también en la Tabla 1.

Tabla 1: Péptido M2e y variaciones del mismo60
Región de 
M2

Secuencia Cepa vírica SEQ ID NO

2-24 H1N1 humana, p.ej. 
A/USRR/90/77 y A/WSN/33

6

2-24 N/A* 7
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2-24 N/A* 8

2-24 H3N8 equina 
A/equina/Massachusetts/213/2003

9

2-24 H5N1 A/Vietnam/1196/04 10

1-24 H1N1 humana, p.ej. 
A/USRR/90/77 y A/WSN/33

40

1-24 H5N1 aviar A/Vietnam/1196/04 41

1-24 H3N8 de caballo-perro 
A/equina/Massachusetts/213/2003

42

1-24 H9N2, A/pollo/Osaka/aq69/2001 43

1-24 H1NN1 mutante I/T 44

*véase la solicitud de patente de EE.UU. nº 2006/0246092

Puede usarse la secuencia de M2e entera o una secuencia parcial de M2e, por ejemplo una secuencia parcial que 
está conservada entre las variantes, tal como fragmentos en la región definida por los aminoácidos 2 a 10, o el 
epítopo conservado EVETPIRN [SEQ ID NO: 11] (aminoácidos 6-13 de la secuencia de M2e). Se ha encontrado que 5
el epítopo 6-13 es invariable en un 84 % de las cepas de la gripe A humana disponibles en GenBank. Las variantes 
de esta secuencia que se identificaron también incluyen EVETLTRN [SEQ ID NO: 12] (9,6 %), EVETPIRS [SEQ ID 
NO:13] (2,3 %), EVETPTRN [SEQ ID NO:14] (1,1 %), EVETPTKN [SEQ ID NO:15] (1,1 %) y EVDTLTRN [SEQ ID 
NO:16], EVETPIRK [SEQ ID NO: 17] y EVETLTKN [SEQ ID NO: 18] (0,6 % cada una) (véanse Zou, P., et al., 2005, 
Int. Immunopharmacology, 5: 631-635; Liu et al. 2005, Microbes and Infection, 7: 171-177).10

En una realización de la presente invención, al menos un antígeno seleccionado para incorporación en el SPA es de
una proteína conservada que no está sustancialmente afectada por la deriva genética, tal como M1, M2 o NP. De 
acuerdo con esta realización, el SPA resultante puede proporcionar una protección eficaz ante una variedad de 
cepas de la gripe.15

En una realización, el SPA comprende un antígeno o antígenos derivados de la proteína M2. En otra realización, al 
menos un antígeno deriva del péptido M2e. En una realización adicional, el SPA comprende al menos un antígeno 
que comprende una secuencia aminoacídica sustancialmente idéntica a la secuencia expuesta en una cualquiera de 
las SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ 20
ID NO:42, SEQ ID NO:43 o SEQ ID NO:44. En otra realización, el SPA comprende al menos un antígeno que 
comprende una secuencia aminoacídica como se expone en la SEQ ID NO: 11. En una realización adicional, el SPA 
comprende una pluralidad de antígenos, teniendo cada antígeno una secuencia seleccionada de: SEQ ID NO:6, 
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ 
ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID 25
NO:42, SEQ ID NO:43 y SEQ ID NO:44.

En otra realización, los antígenos seleccionados son de proteínas susceptibles de deriva genética, tales como las 
proteínas HA y/o NA. De acuerdo con esta realización, la plataforma PapMV permite un ajuste rápido del antígeno 
seleccionado para dar cuenta del surgimiento de nuevas cepas en que el antígeno o antígenos de glicoproteína de 30
superficie pueden reemplazarse por diferentes subtipos de HA y/o NA, permitiendo por tanto la actualización de las 
formulaciones con nuevas variantes antigénicas de estas proteínas. A medida que se identifican variantes 
antigénicas de estas glicoproteínas, pueden actualizarse los SPA para incluir estas nuevas variantes. Por 
consiguiente, incluso glicoproteínas de superficie peligrosas, tales como H1N1 o la combinación HA/NA con 
potencial pandémico, podrían incorporarse al SPA de la presente invención, ya que el PapMV o VLP de PapMV 35
constituyentes no son infecciosos en animales y no pueden transmitir la enfermedad. 

El antígeno o antígenos seleccionados pueden variar en tamaño y el tamaño del antígeno seleccionado no es crítico
para la práctica de la presente invención. El antígeno puede ser específico o reconocerse por estructuras de 
superficie en linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK y macrófagos, o estructuras de superficie celular asociadas a 40
APC de clase I o clase II. En una realización, la invención es especialmente útil para antígenos inmunogénicos 
débiles pequeños.

Como se indica anteriormente, los antígenos comprendidos por el SPA pueden ser proteínas enteras o fragmentos 
de las mismas. Por tanto, el SPA de la presente invención puede comprender uno o más antígenos, teniendo cada 45
uno un solo epítopo capaz de desencadenar una respuesta inmunitaria específica, o el SPA puede comprender uno 
o más antígenos, en los que cada antígeno comprende una pluralidad de epítopos. Los antígenos comprendidos por 
el SPA pueden ser iguales o pueden ser diferentes, y cuando están presentes una pluralidad de antígenos, pueden 
derivar de una sola proteína o de una pluralidad de proteínas. Por tanto, se contemplan también SPA que
comprenden antígenos que representan una combinación de proteínas antigénicas de la gripe, ya que son SPA que 50
comprenden antígenos de la misma región de una proteína pero que representan variaciones de la proteína vistas 
en diferentes cepas víricas. Es un ejemplo no limitante de la realización anterior un SPA que comprende una 
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pluralidad de antígenos derivados las proteínas M2 y M1, M2 y NP o M2, M1 y NP. Es un ejemplo de la última 
realización un SPA que comprende una pluralidad de antígenos derivado cada uno de la misma región de la proteína 
HA, NA o M2, pero representando cada uno una cepa de la gripe diferente.

Combinaciones de antígeno-PapMV y antígeno-VLP de PapMV5

Como se indica anteriormente, el uno o más antígenos comprendidos por el SPA pueden estar conjugados con una 
proteína de cubierta de PapMV de VLP de PapMV, o pueden estar presentes en el SPA en forma no conjugada 
(concretamente, simplemente combinados con PapMV de VLP de PapMV). La conjugación puede ser, por ejemplo, 
mediante fusión genética con la proteína de cubierta o por unión a través de medios covalentes, no covalentes o de 10
afinidad. La combinación del antígeno o antígenos con PapMV o VLP, sin embargo, no debería interferir con el 
reconocimiento del antígeno por el sistema inmunitario del hospedador o con la capacidad de PapMV o VLP de 
potenciar la respuesta inmunitaria. 

De acuerdo con una realización de la presente invención, el uno o más antígenos están conjugados con una 15
proteína de cubierta de una VLP de PapMV. Como la VLP comprende múltiples copias de proteína de cubierta 
autoensamblada, conectar el antígeno con la proteína de cubierta permite la presentación de los antígenos de forma 
organizada sobre la superficie de la VLP. De acuerdo con esta realización, la VLP comprende proteínas de cubierta 
que incluyen una primera porción que es una proteína de cubierta de PapMV recombinante conjugada con una 
segunda porción que comprende uno o más antígenos. La proteína de cubierta conjugada con antígeno retiene la 20
capacidad de ensamblarse con otras proteínas de cubierta de fusión o con proteína de cubierta de tipo silvestre, 
formando una VLP portadora de inmunógeno.

Para permitir la presentación del antígeno sobre la superficie de la VLP y potenciar el reconocimiento inmunitario del 
antígeno, se conecta preferiblemente el antígeno con una región de la proteína de cubierta que está dispuesta sobre 25
la superficie externa de la VLP. Por tanto, el antígeno puede insertarse cerca de, o conectarse con, el extremo amino
(N) o carboxilo (C) de la proteína de cubierta, o puede insertarse en, o conectarse con, un bucle interno de la 
proteína de cubierta que está dispuesta sobre la superficie externa de la VLP. En una realización de la presente 
invención, el antígeno está presente en, o proximal a, el extremo C de la proteína de cubierta de PapMV.

30
De acuerdo con una realización de la invención, el SPA comprende una proteína de cubierta de PapMV fusionada 
genéticamente con uno o más antígenos. El antígeno puede fusionarse directamente con la secuencia de proteína 
de cubierta de tal modo que las secuencias sean contiguas, o puede insertarse un “espaciador” de uno o más 
aminoácidos entre la secuencia de proteína de cubierta y la secuencia del antígeno. Por ejemplo puede insertarse 
entre las dos secuencias un espaciador que comprende uno o más aminoácidos neutros, tales como aquellos que 35
tienen cadenas laterales alifáticas. Los ejemplos no limitantes de aminoácidos neutros incluyen alanina, glicina, 
valina, leucina e isoleucina. En una realización, el espaciador puede variar en longitud entre 1 y aproximadamente 
10 aminoácidos, por ejemplo entre 2 y aproximadamente 10, entre 2 y aproximadamente 8, entre 2 y 
aproximadamente 7 o entre 2 y aproximadamente 6 aminoácidos.

40
En otra realización, el antígeno o antígenos se reticulan químicamente con la proteína de cubierta, por ejemplo 
mediante conexión covalente o no covalente (tal como iónica, hidrófoba, enlace de hidrógeno o similares). El 
antígeno y/o proteína de cubierta pueden modificarse para facilitar dicha reticulación como es conocido en la 
materia, por ejemplo mediante la adición de un grupo funcional o resto químico a la proteína y/o antígeno, por 
ejemplo en el extremo C o N o en una posición interna. Las modificaciones ejemplares incluyen la adición de grupos 45
funcionales tales como anhídrido S-acetilmercaptosuccínico (SAMSA) o tioacetato de S-acetilo (SATA), o la adición 
de uno o más residuos de cisteína. Son conocidos en la materia otros reactivos reticulantes y muchos están 
comercialmente disponibles (véanse, por ejemplo, los catálogos de Pierce Chemical Co. y Sigma-Aldrich). Los 
ejemplos incluyen, pero sin limitación, diaminas tales como 1,6-diaminohexano, 1,3-diaminopropano y 1,3-
diaminoetano; dialdehídos tales como glutaraldehído; ésteres de succinimida tales como etilenglicol-bis(éster de 50
hidroxisuccinimida del ácido succínico), glutarato de disuccinimidilo, suberato de disuccinimidilo, éster de N-(g-
maleimidobutiriloxi)sulfosuccinimida y bis(succinimidilsuccinato) de etilenglicol; diisocianatos tales como diisocianato 
de hexametileno; bisoxiranos tales como 1,4-butanodiildiglicidiléter; ácidos dicarboxílicos tales como disalicilato de 
succinidilo; éster de N-hidroxisuccinimida del ácido 3-maleimidopropiónico y similares. Muchos de los agentes 
reticulantes anteriormente indicados incorporan un espaciador que distancia el antígeno de la VLP. El uso de otros 55
espaciadores está también contemplado por la invención. Son conocidos en la materia diversos espaciadores e 
incluyen, pero sin limitación, ácido 6-aminohexanoico, 1,3-diaminopropano, 1,3-diaminoetano y secuencias 
aminoacídicas cortas tales como secuencias de poliglicina, de 1 a 5 aminoácidos. 

Para facilitar la conexión covalente del uno o más antígenos con la proteína de cubierta de la VLP, la proteína de 60
cubierta puede fusionarse genéticamente con un péptido corto o ligador aminoacídico que está expuesto en la 
superficie de la VLP y proporciona un sitio apropiado para la conexión química del antígeno. Por ejemplo, péptidos 
cortos que comprenden residuos de cisteína, u otros residuos aminoacídicos que tienen cadenas laterales que son 
capaces de formar enlaces covalentes (por ejemplo, residuos ácidos y básicos) o que pueden modificarse fácilmente 
formando enlaces covalentes como es conocido en la materia. El ligador aminoacídico o péptido puede ser, por 65
ejemplo, de entre 1 y aproximadamente 20 aminoácidos de longitud. En una realización, la proteína de cubierta está 
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fusionada con un péptido corto que comprende uno más residuos de lisina, que pueden acoplarse covalentemente, 
por ejemplo, con un residuo de cisteína en el antígeno mediante el uso de un agente reticulante adecuado como se 
describe anteriormente. En una realización específica, se fusiona la proteína de cubierta con una secuencia 
peptídica corta de residuos de glicina y lisina. En otra realización, el péptido comprende la secuencia GGKGG.

5
En una realización adicional de la presente invención, se conecta el antígeno a través de un resto de afinidad 
presente en la proteína de cubierta. De acuerdo con esta realización, la VLP de PapMV comprende un resto de 
afinidad, tal como un péptido, que está expuesto sobre la superficie de la VLP después del autoensamblaje, y que es 
capaz de unirse específicamente al antígeno. El resto de afinidad puede estar fusionado genéticamente (en el caso 
de un péptido o fragmento de proteína) o conectado covalente o no covalentemente con PapMV o VLP. La unión del 10
antígeno al resto de afinidad no debería interferir con el reconocimiento del antígeno por el sistema inmunitario del 
hospedador. 

Los ejemplos de restos de afinidad adecuados incluyen, pero sin limitación, anticuerpos y fragmentos de anticuerpo 
(tales como fragmentos Fab, fragmentos Fab', fragmentos Fab'-SH, fragmentos F(ab')2, fragmentos Fv, diacuerpos y 15
moléculas de Fv monocatenarias (scFv)), estreptavidina (para unirse a antígenos marcados con biotina), péptidos de 
afinidad o fragmentos de proteína que se unen específicamente al antígeno.

Los péptidos o anticuerpos adecuados (incluyendo fragmentos de anticuerpo) para uso como restos de afinidad 
pueden seleccionarse mediante técnicas conocidas en la materia, tales como técnicas de presentación en fago o 20
levadura. Los péptidos pueden ser de origen natural, recombinantes, sintéticos o una combinación de estos. Por 
ejemplo, el péptido puede ser un fragmento de una proteína o polipéptido de origen natural. El término péptido 
engloba también análogos peptídicos, derivados peptídicos y compuestos peptidomiméticos. Dichos compuestos 
son bien conocidos en la materia y pueden tener ventajas frente a péptidos de origen natural incluyendo, por 
ejemplo, mayor estabilidad química, resistencia aumentada a la degradación proteolítica, propiedades 25
farmacológicas potenciadas (tales como semivida, absorción, potencia y eficacia) y/o antigenicidad reducida. 

PREPARACIÓN DE SPA

La presente invención proporciona SPA que comprenden PapMV o VLP de PapMV derivados de una proteína de 30
cubierta de PapMV recombinante. La invención proporciona adicionalmente VLP de PapMV recombinantes que 
comprenden uno o más antígenos, o un resto de afinidad, en fusión genética con las proteínas de cubierta. Estas 
proteínas de cubierta recombinantes son capaces de multimerización y ensamblaje en VLP. Son conocidos en la 
materia procedimientos de fusión genética de los antígenos, o péptidos de afinidad para ligar antígenos, con la 
proteína de cubierta, y algunos se describen a continuación y en los Ejemplos. Son bien conocidos en la materia 35
procedimientos de reticulación química de diversas moléculas con proteínas y pueden emplearse. 

Virus del mosaico de la papaya

El PapMV es conocido en la materia y puede obtenerse, por ejemplo, de la Colección Estadounidense de Cultivos 40
Tipo (ATCC) como ATCC nº PV-204™. El virus puede mantenerse en, y purificarse de, hospedadores vegetales 
tales como papaya (Carica papaya) y boca de dragón (Antirrhinum majus) siguiendo protocolos estándares (véase, 
por ejemplo, Erickson, J. W. y Bancroft, J. B., 1978, Virology 90: 36-46).

VLP de PapMV45

Las proteínas de cubierta recombinantes para uso para preparar las VLP de la presente invención pueden 
prepararse fácilmente mediante técnicas de ingeniería genética estándares por el especialista dotado de la 
secuencia de la proteína de tipo silvestre. Los procedimientos de genomanipulación de proteínas son bien conocidos 
en la materia (véanse, por ejemplo, Ausubel et al. (1994 y actualizaciones) “Current Protocols in Molecular Biology”, 50
John Wiley & Sons, Nueva York), así como la secuencia de la proteína de cubierta de PapMV de tipo silvestre
(véanse las SEQ ID NO: 1 y 2).

Pueden conseguirse el aislamiento y clonación de la secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína de tipo 
silvestre usando técnicas estándares (véase, por ejemplo, Ausubel et al., ibíd.). Por ejemplo, la secuencia de ácido 55
nucleico puede obtenerse directamente de PapMV mediante extracción de ARN por técnicas estándares y 
sintetizando entonces ADNc a partir del molde de ARN (por ejemplo, por PCR-TI). Puede purificarse PapMV de 
hojas de planta infectadas que muestran síntomas del mosaico mediante técnicas estándares (véase, por ejemplo, el 
Ejemplo I proporcionado en la presente memoria).

60
Se inserta entonces la secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína de cubierta, directamente o después de 
una o más etapas de subclonación, en un vector de expresión adecuado. Un especialista en la materia apreciará 
que el vector preciso usado no es crítico para la presente invención. Los ejemplos de vectores adecuados incluyen, 
pero sin limitación, plásmidos, fagémidos, cósmidos, bacteriófagos, baculovirus, retrovirus o virus de ADN. La 
proteína de cubierta puede expresarse entonces y purificarse como se describe con más detalle a continuación.65
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Como alternativa, la secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína de cubierta puede genomanipularse 
adicionalmente para introducir una o más mutaciones, tales como aquellas descritas anteriormente, mediante 
técnicas de mutagénesis dirigida a sitio in vitro estándares bien conocidas en la materia. Las mutaciones pueden 
introducirse por deleción, inserción, sustitución, inversión o una combinación de las mismas, de uno o más de los 
nucleótidos apropiados constituyentes de la secuencia de codificación. Esto puede conseguirse, por ejemplo, 5
mediante técnicas basadas en PCR para las que se diseñan cebadores que incorporan uno o más 
desapareamientos nucleotídicos, inserciones o deleciones. La presencia de la mutación puede verificarse mediante 
una serie de técnicas estándares, por ejemplo mediante análisis de restricción o secuenciación de ADN.

Como se indica anteriormente, las proteínas de cubierta pueden genomanipularse también para producir proteínas 10
de fusión que comprenden uno o más antígenos o péptidos de afinidad fusionados con la proteína de cubierta. Los 
procedimientos para elaborar proteínas de fusión son bien conocidos por los especialistas en la materia. Las 
secuencias de ADN que codifican una proteína de fusión pueden insertarse en un vector de expresión adecuado 
como se indica anteriormente. 

15
Un especialista en la materia apreciará que el ADN que codifica la proteína de cubierta o proteína de fusión puede 
alterarse de diversos modos sin afectar a la actividad de la proteína codificada. Por ejemplo, pueden usarse 
variaciones en la secuencia de ADN para optimizar la preferencia de codón en una célula hospedadora usada para 
expresar la proteína, o puede contener otros cambios de secuencia que faciliten la expresión. 

20
Un especialista en la materia entenderá que el vector de expresión puede incluir adicionalmente elementos 
reguladores, tales como elementos transcripcionales, necesarios para una transcripción eficaz de la secuencia de 
ADN que codifica la proteína de cubierta o fusión. Los ejemplos de elementos reguladores que pueden incorporarse 
al vector incluyen, pero sin limitación, promotores, potenciadores, terminadores y señales de poliadenilación. Por lo 
tanto, la presente invención proporciona vectores que comprenden un elemento regulador ligado operativamente con 25
una secuencia de ácido nucleico que codifica una proteína de cubierta genomanipulada. Un especialista en la 
materia apreciará que la selección de los elementos reguladores adecuados depende de la célula hospedadora 
elegida para la expresión de la proteína de cubierta genomanipulada, y que dichos elementos reguladores pueden 
derivar de una variedad de fuentes, incluyendo genes bacterianos, fúngicos, víricos, de mamífero o insecto.

30
En el contexto de la presente invención, el vector de expresión puede contener adicionalmente secuencias de ácido 
nucleico heterólogo que faciliten la purificación de la proteína expresada. Los ejemplos de dichas secuencias de 
ácido nucleico heterólogo incluyen, pero sin limitación, marcadores de afinidad tales como marcadores de afinidad 
por metal, marcadores de histidina, secuencias de codificación de avidina/estreptavidina, secuencias de codificación 
de glutation-S-transferasa (GST) y secuencias de codificación de biotina. Los aminoácidos correspondientes a la 35
expresión de los ácidos nucleicos pueden retirarse de la proteína de cubierta expresada antes del uso según 
procedimientos conocidos en la materia. Como alternativa, los aminoácidos correspondientes a la expresión de 
secuencias de ácido nucleico heterólogo pueden retenerse en la proteína de cubierta si no interfieren con su 
posterior ensamblaje en VLP.

40
En una realización de la presente invención, la proteína de cubierta se expresa como proteína marcada con 
histidina. El marcador de histidina puede estar localizado en el extremo carboxilo o el extremo amino de la proteína 
de cubierta. 

El vector de expresión puede introducirse en una célula hospedadora o tejido adecuado mediante uno de una 45
variedad de procedimientos conocidos en la materia. Dichos procedimientos pueden encontrarse descritos en 
general en Ausubel et al. (ibíd.) e incluyen, por ejemplo, transfección estable o transitoria, lipofección, 
electroporación e infección con vectores víricos recombinantes. Un especialista en la materia entenderá que la 
selección de la célula hospedadora apropiada para expresión de la proteína de cubierta dependerá del vector 
elegido. Los ejemplos de células hospedadoras incluyen, pero sin limitación, células bacterianas, de levadura, 50
insecto, planta y mamífero. La célula hospedadora precisa usada no es crítica para la invención. Las proteínas de 
cubierta pueden producirse en un hospedador procariótico (p.ej. E. coli, A. salmonicida o B. subtilis) o en un 
hospedador eucariótico (p.ej., Saccharomyces o Pichia; células de mamífero, p.ej., células COS, NIH 3T3, CHO, 
BHK, 293 o HeLa; o células de insecto). En una realización, las proteínas de cubierta se expresan en células 
procarióticas. 55

Si se desea, las proteínas de cubierta pueden purificarse a partir de células hospedadoras mediante técnicas 
estándares conocidas en la materia (véase, por ejemplo, en “Current Protocols in Protein Science”, ed. Coligan, J.E., 
et al., Wiley & Sons, Nueva York, NY) y secuenciarse mediante técnicas de secuenciación de péptidos estándares 
usando la proteína intacta o fragmentos proteolíticos de la misma para confirmar la identidad de la proteína. 60

Las proteínas de cubierta recombinantes de la presente invención son capaces de multimerización y ensamblaje en 
VLP. En general, el ensamblaje tiene lugar en la célula hospedadora que expresa la proteína de cubierta. Las VLP 
pueden aislarse de las células hospedadoras mediante técnicas estándares, tales como aquellas descritas en la 
sección de Ejemplos proporcionada en la presente memoria. En general, el aislamiento obtenido de las células 65
hospedadoras contiene una mezcla de VLP, discos y formas menos organizadas de la proteína de cubierta (por 

E07845539
15-02-2016ES 2 562 774 T3

 



20

ejemplo, monómeros y dímeros). Las VLP pueden separarse de los demás componentes de proteína de cubierta, 
por ejemplo, por ultracentrifugación o cromatografía de filtración en gel (por ejemplo, usando Superdex G-200), 
proporcionando una preparación de VLP sustancialmente pura. En este contexto, se entiende por “sustancialmente 
puro” que la preparación contenga un 70 % o más de VLP. Como alternativa, puede usarse una mezcla de las 
diversas formas de proteínas de cubierta en las composiciones de vacuna finales. Cuando se emplea dicha mezcla, 5
el contenido de VLP debería ser del 40 % o más. En una realización, se usan preparaciones que contienen un 50 % 
o más de VLP en las composiciones de vacuna finales. En otra realización, se usan preparaciones que contienen un 
60 % o más de VLP en las composiciones de vacuna finales. En una realización adicional, se usan preparaciones 
que contienen un 70 % o más de VLP en las preparaciones de vacuna finales. En otra realización, se usan 
preparaciones que contienen un 80 % o más de VLP en las composiciones de vacuna finales. 10

Las VLP pueden purificarse adicionalmente mediante técnicas estándares, tales como cromatografía, para retirar las 
proteínas de la célula hospedadora contaminantes u otros compuestos tales como LPS. En una realización de la 
presente invención, las VLP se purifican para retirar LPS.

15
En una realización de la presente invención, las proteínas de cubierta se ensamblan proporcionando un virus 
recombinante en la célula hospedadora y pueden usarse para producir partículas víricas infecciosas que 
comprenden ácido nucleico y proteína de fusión. Esto puede posibilitar la infección de células adyacentes por la 
partícula vírica infecciosa y la expresión de la proteína de fusión en la misma. En esta realización, la célula 
hospedadora usada para replicar el virus puede ser una célula de planta, célula de insecto, célula de mamífero o 20
célula bacteriana que permitirá replicar al virus. La célula puede ser una célula hospedadora natural para el virus del 
que deriva la partícula de tipo vírico, pero esto no es necesario. La célula hospedadora puede infectarse inicialmente 
con virus en forma de partícula (concretamente, en varillas ensambladas que comprenden ácido nucleico y una 
proteína) o como alternativa en forma de ácido nucleico (concretamente, ARN tal como ARN vírico; ADNc o 
transcritos de desprendimiento preparados a partir de ADNc) a condición de que el ácido nucleico vírico usado para 25
la infección inicial pueda replicarse y causar la producción de partículas víricas completas que tienen la proteína 
quimérica.

Características de las proteínas de cubierta recombinantes
30

Puede analizarse en las proteínas de cubierta recombinantes su capacidad de multimerizar y autoensamblarse en 
una VLP mediante técnicas estándares. Por ejemplo, visualizando la proteína recombinante purificada por 
microscopia electrónica (véase por ejemplo el Ejemplo I). La formación de VLP puede determinarse también 
mediante ultracentrifugación, y puede usarse espectrofotometría de dicroísmo circular (DC) para comparar la 
estructura secundaria de las proteínas recombinantes con el virus WT (véase, por ejemplo, el Ejemplo I).35

Puede determinarse la estabilidad de las VLP y de PapMV, si se desea, mediante técnicas conocidas en la materia, 
por ejemplo por PAGE-SDS y análisis de degradación de proteinasa K (véase el Ejemplo II). Según una realización 
de la presente invención, PapMV y VLP de PapMV de la invención son estables a temperaturas elevadas y pueden 
almacenarse fácilmente a temperatura ambiente. 40

EVALUACIÓN DE LA EFICACIA

Para evaluar la eficacia de los SPA de la presente invención como vacunas, pueden realizarse estudios de 
exposición. Dichos estudios implican la inoculación de grupos de animales de prueba (tales como ratones) con un 45
SPA de la presente invención mediante técnicas estándares. Se configuran en paralelo grupos de control, que 
comprenden animales no inoculados y/o animales inoculados con una vacuna comercialmente disponible u otro 
control positivo. Después de un periodo de tiempo apropiado después de la vacunación, se exponen los animales a 
un virus de la gripe. Se analiza entonces en muestras de sangre recogidas de los animales antes y después de la 
inoculación, así como después de la exposición, la respuesta de anticuerpo ante el virus. Las pruebas adecuadas 50
para la respuesta de anticuerpo incluyen, pero sin limitación, análisis de transferencia Western y ensayo de 
inmunosorción ligado a enzima (ELISA). Puede monitorizarse también en los animales el desarrollo de otras 
afecciones asociadas a la infección por virus de la gripe incluyendo, por ejemplo, temperatura corporal, peso y 
similares. Para ciertas cepas de la gripe, la supervivencia es también un marcador adecuado. 

55
Puede valorarse también la respuesta inmunitaria celular mediante técnicas conocidas en la materia, incluyendo 
aquellas descritas en los Ejemplos presentados en la presente memoria. Por ejemplo, mediante procesamiento y 
presentación cruzada de un epítopo expresado en una VLP de PapMV ante linfocitos T específicos por células 
dendríticas in vitro e in vivo. Otras técnicas útiles para valorar la inducción de inmunidad celular (linfocitos T) 
incluyen la monitorización de la expansión de linfocitos T y la liberación de secreción de IFN-γ, por ejemplo, por 60
ELISA para monitorizar la inducción de citocinas (véase el Ejemplo III).

La extensión de la infección puede valorarse también mediante la medida del título vírico pulmonar usando técnicas 
estándares después del sacrificio del animal.

65
Producción de soluciones madre de PapMV o VLP
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Pueden prepararse soluciones madre de PapMV o VLP recombinantes mediante técnicas estándares. Por ejemplo, 
pueden propagarse PapMV o un virus recombinante en un hospedador apropiado, tal como Carica papaya o 
Antirrhinum majus, de tal modo que pueda recolectarse suficiente PapMV o virus recombinante.

5
Las soluciones madre de VLP de PapMV pueden prepararse a partir de una célula hospedadora apropiada, tal como 
E. coli, transformada o transfectada con un vector de expresión que codifica la proteína de cubierta recombinante 
que constituye la VLP. Se cultivan entonces las células hospedadoras en condiciones que favorezcan la expresión 
de la proteína codificada, como es conocido en la materia. La proteína de cubierta expresada multimerizará y se 
ensamblará en VLP en la célula hospedadora y puede aislarse de las células mediante técnicas estándares, por 10
ejemplo, rompiendo las células y sometiendo el lisado celular a una o más etapas de purificación cromatográfica.

Como se demuestra en los Ejemplos proporcionados en la presente memoria, las VLP de PapMV son estructuras 
estables y, por lo tanto, las soluciones madre de VLP pueden almacenarse fácilmente a temperatura ambiente o en 
una nevera.15

COMPOSICIONES DE VACUNA 

La presente invención proporciona composiciones adecuadas para uso como vacunas de la gripe que comprenden 
uno o más SPA de la invención junto con uno o más portadores, diluyentes y/o excipientes no tóxicos 20
farmacéuticamente aceptables. Si se desea, pueden incluirse en las composiciones otros ingredientes activos, 
coadyuvantes y/o inmunopotenciadores. 

Las composiciones pueden formularse para administración por una variedad de vías. Por ejemplo, las 
composiciones pueden formularse para administración oral, tópica, rectal, nasal o parenteral o para administración 25
por inhalación o pulverizador. El término parenteral como se usa en la presente memoria incluye inyecciones 
subcutánea, intravenosa, intramuscular, intratecal, intraesternal o técnicas de infusión. La administración intranasal 
al sujeto incluye la administración de la composición farmacéutica a las membranas mucosas de la fosa nasal o la 
cavidad nasal del sujeto. En una realización de la presente invención, las composiciones se formulan para 
administración tópica, rectal o parenteral o para administración por inhalación o pulverizador, por ejemplo por vía 30
intranasal. En otra realización, las composiciones se formulan para administración parenteral. 

Las composiciones comprenden preferiblemente una cantidad eficaz de uno o más SPA de la invención. El término 
“cantidad eficaz” como se usa en la presente memoria hace referencia a la cantidad de SPA necesaria para inducir 
una respuesta inmunitaria detectable. La cantidad eficaz de SPA para una indicación dada debe estimarse 35
inicialmente, por ejemplo, en ensayos de cultivo celular o en modelos animales, habitualmente en roedores, conejos, 
perros, cerdos o primates. El modelo animal puede usarse también para determinar el intervalo de concentración y 
vía de administración apropiados. Dicha información puede usarse entonces para determinar las dosis y vías de 
administración útiles en el animal para tratar, incluyendo seres humanos. En una realización de la presente 
invención, la dosis unitaria comprende entre aproximadamente 10 μg y aproximadamente 10 mg de proteína. En otra 40
realización, la dosis unitaria comprende entre aproximadamente 10 μg y aproximadamente 5 mg de proteína. En una 
realización adicional, la dosis unitaria comprende entre aproximadamente 40 μg y aproximadamente 2 mg de 
proteína. Pueden usarse una o más dosis para inmunizar el animal, y estas pueden administrarse el mismo día o 
durante el transcurso de varios días o semanas. En una realización de la invención, se administran dos o más dosis 
de la composición al animal para tratar. En otra realización, se administran tres o más dosis de la composición al 45
animal para tratar.

Como se indica anteriormente, el SPA de la presente invención puede comprender una pluralidad de antígenos, y un 
solo SPA puede proporcionar por tanto una formulación de vacuna multivalente. Las formulaciones de vacuna 
multivalentes incluyen formulaciones divalentes y trivalentes además de vacunas que tienen valencias superiores. 50
Se contemplan también composiciones de vacuna multivalentes que comprenden una pluralidad de SPA, estando 
cada SPA combinado con un antígeno diferente. Las vacunas multivalentes son útiles, por ejemplo, para 
proporcionar protección ante más de una cepa de la gripe. Una realización de la presente invención proporciona una
vacuna multivalente. Otra realización de la invención proporciona una vacuna multivalente que comprende una 
pluralidad de SPA (concretamente dos o más), comprendiendo cada SPA un antígeno diferente.55

En una realización específica de la presente invención, se proporciona una vacuna multivalente que comprende un 
SPA que incluye un antígeno de la proteína M2 y un SPA que incluye un antígeno de una proteína de la gripe 
diferente. En otra realización de la presente invención, se proporciona una vacuna multivalente que comprende un 
SPA que incluye un primer antígeno de la proteína M2 y un SPA que incluye un segundo antígeno de la proteína M2.60

Pueden formularse composiciones para uso oral, por ejemplo, como comprimidos, trociscos, pastillas para chupar, 
suspensiones acuosas u oleosas, polvos o gránulos dispersables, emulsiones, cápsulas de emulsión dura o blanda
o jarabes o elixires. Dichas composiciones pueden prepararse según procedimientos estándares conocidos en la 
materia para la fabricación de composiciones farmacéuticas y pueden contener uno o más agentes seleccionados 65
del grupo de agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes y agentes conservantes para 

E07845539
15-02-2016ES 2 562 774 T3

 



22

proporcionar preparaciones farmacéuticamente elegantes y apetecibles. Los comprimidos contienen el SPA 
mezclado con excipientes no tóxicos farmacéuticamente aceptables adecuados que incluyen, por ejemplo, 
diluyentes inertes tales como carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato de sodio; 
agentes de granulación y disgregación tales como almidón de maíz o ácido algínico; agentes aglutinantes tales 
como almidón, gelatina o goma arábiga y agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, ácido esteárico o 5
talco. Los comprimidos pueden no estar recubiertos, o pueden estar recubiertos por técnicas conocidas para retardar 
la disgregación y absorción en el tracto gastrointestinal y proporcionar así una acción prolongada durante un periodo 
más largo. Por ejemplo, puede emplearse un material de retardo temporal tal como monoestearato de glicerilo o 
diestearato de glicerilo.

10
Las composiciones para uso oral pueden presentarse también como cápsulas de gelatina dura en las que el SPA se 
mezcla con un diluyente sólido inerte, por ejemplo carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolín, o como cápsulas 
de gelatina blanda en las que el ingrediente activo se mezcla con agua o un medio oleoso tal como aceite de 
cacahuete, parafina líquida o aceite de oliva. 

15
Las composiciones para administración nasal pueden incluir, por ejemplo, pulverizador nasal, gotas nasales, 
suspensiones, soluciones, geles, pomadas, cremas y polvos. Las composiciones pueden formularse para 
administración mediante un dispositivo pulverizador nasal comercialmente disponible adecuado, tal como 
Accuspray™ (Becton Dickinson). Son conocidos en la materia otros procedimientos de administración nasal. 

20
Las composiciones formuladas como suspensiones acuosas contienen el SPA mezclado con uno o más excipientes 
adecuados, por ejemplo, con agentes de suspensión tales como carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, 
hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, hidroxipropil-β-ciclodextrina, goma de tragacanto y 
goma arábiga; agentes dispersantes o humectantes tales como fosfatida de origen natural, por ejemplo lecitina, o 
productos de condensación de un óxido de alquileno con ácidos grasos, por ejemplo estearato de polioxietileno, o 25
productos de condensación de óxido etileno con alcoholes alifáticos de cadena larga, por ejemplo 
heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensación de óxido de etileno con ésteres parciales derivados de 
ácidos grasos y un hexitol, por ejemplo monooleato de polioxietilensorbitol, o productos de condensación de óxido 
de etileno con ésteres parciales derivados de ácidos grasos y anhídridos de hexitol, por ejemplo monooleato de 
polietilensorbitol. Las suspensiones acuosas pueden contener también uno o más conservantes, por ejemplo p-30
hidroxibenzoato de etilo o n-propilo, uno o más agentes colorantes, uno o más agentes aromatizantes o uno o más 
agentes edulcorantes, tales como sacarosa o sacarina. 

Las composiciones pueden formularse como suspensiones oleosas suspendiendo el SPA en un aceite vegetal, por 
ejemplo aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, o en un aceite mineral tal como 35
parafina líquida. Las suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo cera de abejas, 
parafina dura o alcohol cetílico. Pueden añadirse opcionalmente agentes edulcorantes tales como los expuestos 
anteriormente y/o agentes aromatizantes para proporcionar preparaciones orales apetecibles. Estas composiciones 
pueden conservarse mediante la adición de un antioxidante tal como ácido ascórbico. 

40
Las composiciones pueden formularse como un polvo o gránulos dispersables, que pueden usarse posteriormente 
para preparar una suspensión acuosa mediante la adición de agua. Dichos polvos o gránulos dispersables 
proporcionan el SPA mezclado con uno o más agentes dispersantes o humectantes, agentes de suspensión y/o 
conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspensión adecuados se ejemplifican por 
aquellos ya mencionados anteriormente. Pueden incluirse también en estas composiciones excipientes adicionales, 45
por ejemplo, agentes edulcorantes, aromatizantes y colorantes.

Las composiciones de la invención pueden formularse también en forma de emulsiones de aceite en agua. La fase 
oleosa puede ser un aceite vegetal, por ejemplo aceite de oliva, aceite de cacahuete o un aceite mineral, por 
ejemplo parafina líquida, o puede ser una mezcla de estos aceites. Los agentes emulsionantes adecuados para 50
inclusión en estas composiciones incluyen gomas de origen natural, por ejemplo goma arábiga o goma de 
tragacanto; fosfatidas de origen natural, por ejemplo lecitina de judía de soja; o ésteres o ésteres parciales derivados 
de ácidos grasos y hexitol, anhídridos, por ejemplo monooleato de sorbitán y productos de condensación de dichos 
ésteres parciales con óxido de etileno, por ejemplo monooleato de polioxietilensorbitán. Las emulsiones pueden 
contener opcionalmente también agentes edulcorantes y aromatizantes. 55

Las composiciones pueden formularse como jarabe o elixir combinando el SPA con uno o más agentes 
edulcorantes, por ejemplo glicerol, propilenglicol, sorbitol o sacarosa. Dichas formulaciones pueden contener 
opcionalmente también uno o más demulcentes, conservantes, agentes aromatizantes y/ agentes colorantes. 

60
Las composiciones pueden formularse como una suspensión acuosa u oleaginosa estéril inyectable según 
procedimientos conocidos en la materia y usando uno o más agentes dispersantes o humectantes y/o agentes de 
suspensión adecuados, tales como aquellos mencionados anteriormente. La preparación inyectable estéril puede 
ser una solución o suspensión inyectable estéril en un diluyente o disolvente no tóxico parenteralmente aceptable, 
por ejemplo como solución en 1,3-butanodiol. Los vehículos y disolventes aceptables que puede emplearse incluyen, 65
pero sin limitación, solución de Ringer, solución láctica de Ringer y solución isotónica de cloruro de sodio. Otros 
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ejemplos incluyen aceites estériles no volátiles que se emplean convencionalmente como disolvente o medio de 
suspensión, y una variedad de aceites insípidos no volátiles incluyendo, por ejemplo, mono- o diglicéridos sintéticos. 
Pueden usarse también ácidos grasos tales como ácido oleico en la preparación de inyectables.

Opcionalmente, la composición de la presente invención puede contener conservantes tales como agentes 5
antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes y/o estabilizantes tales como un carbohidrato 
(p.ej., sorbitol, manitol, almidón, sacarosa, glucosa o dextrano), una proteína (p.ej., albúmina o caseína) o un agente 
que contiene proteína (p.ej., suero bovino o leche desnatada) junto con un tampón adecuado (p.ej. tampón fosfato). 
El pH y concentración exacta de los diversos componentes de la composición pueden ajustarse según parámetros 
bien conocidos. 10

Adicionalmente, pueden añadirse opcionalmente a la composición de vacuna uno o más compuestos que tienen 
actividad coadyuvante. Los coadyuvantes adecuados incluyen, por ejemplo, coadyuvantes de alúmina (tales como 
hidróxido, fosfato u óxido de aluminio); emulsiones oleosas (p.ej., de Bayol F® o Marcol52®); saponinas, o
solubilizados de vitamina E. Los virosomas son también conocidos por tener propiedades coadyuvantes (“Adjuvant 15
and Antigen Delivery Properties of Virosomes”, Glϋck, R., et al., 2005, Current Drug Delivery, 2: 395-400) y pueden 
usarse junto con un SPA de la invención. 

Como se indica anteriormente y se demuestra en la presente memoria, PapMV y VLP de PapMV tienen propiedades 
coadyuvantes. Por consiguiente, en una realización de la invención, las composiciones de vacuna comprenden 20
PapMV o VLP de PapMV adicionales como coadyuvante. En algunas realizaciones, el uso de PapMV o VLP de 
PapMV puede proporcionar ventajas frente a coadyuvantes comercialmente disponibles porque se ha observado 
que ni PapMV ni VLP de PapMV causan una toxicidad local obvia cuando se administran por inyección (véase, por 
ejemplo, el Ejemplo XI).

25
Las composiciones de vacuna opsonizadas están también englobadas por la presente invención, por ejemplo 
composiciones de vacuna que comprenden anticuerpos aislados de animales o seres humanos previamente 
inmunizados con la vacuna, antígeno o VLP de PapMV. Podrían usarse también anticuerpos recombinantes 
basados en anticuerpos aislados de animales o seres humanos previamente inmunizados con la vacuna, antígeno o 
VLP de PapMV para opsonizar la composición de vacuna.30

Están también englobadas por la presente invención composiciones de vacuna que comprenden un SPA de la 
presente invención en combinación con una vacuna de la gripe comercialmente disponible. 

Son conocidos en la materia otras composiciones farmacéuticas y procedimientos de preparación de composiciones 35
farmacéuticas, y se describen por ejemplo en "Remington: The Science and Practice of Pharmacy" (anteriormente
"Remingtons Pharmaceutical Sciences"); Gennaro, A., Lippincott, Williams & Wilkins, Filadelfia, PA (2000).

APLICACIONES Y USOS 
40

La presente invención proporciona una serie de aplicaciones y usos de los SPA descritos en la presente memoria. 
Los ejemplos no limitantes incluyen el uso de SPA como vacuna contra la gripe y/o para potenciar una respuesta 
inmunitaria ante un antígeno de la gripe, y el uso del SPA para cribar anticuerpos de un virus de la gripe. La 
presente invención proporciona por tanto también procedimientos para potenciar y/o inducir una respuesta 
inmunitaria ante un antígeno de la gripe en un animal. También el uso de PapMV, VLP y SPA de la invención para la 45
preparación de medicamentos, incluyendo vacunas y/o composiciones farmacéuticas, está dentro del alcance de la 
presente invención.

El SPA de la presente invención puede usarse para inducir una respuesta inmunitaria ante una o más de una cepa 
de virus de la gripe, dependiendo de los antígenos seleccionados para inclusión en el SPA. El SPA es adecuado 50
para uso en seres humanos así como animales no humanos, incluyendo animales domésticos y de granja. El 
régimen de administración para el SPA no tiene que diferir de cualquier otro programa de vacunación generalmente 
aceptado. Puede usarse una sola administración del SPA en una cantidad suficiente para provocar una respuesta 
inmunitaria eficaz o, como alternativa, pueden usarse otros regímenes de administración inicial del SPA seguida de 
recuerdo, una o más veces, con antígeno solo o con el SPA. De forma similar, puede darse el recuerdo con APS o 55
antígeno en momentos que tienen lugar bastante después de la administración inicial si los títulos de anticuerpo 
caen por debajo de los niveles aceptables. En una realización de la invención, el régimen de administración del SPA 
comprende una dosis inicial del SPA más una dosis de recuerdo del SPA. En otra realización, el régimen de 
administración del SPA comprende una dosis inicial del SPA más dos o más dosis de recuerdo del SPA. En una
realización adicional, el régimen de administración del SPA comprende una dosis inicial del SPA más tres o más 60
dosis de recuerdo del SPA. Los regímenes de dosificación apropiados pueden determinarse fácilmente por el 
especialista.

Cuando el SPA comprende un antígeno o antígenos no conjugados, puede administrarse el componente de PapMV 
o VLP del SPA concomitantemente al antígeno o antígenos, o puede administrarse antes o después de la 65
administración del antígeno, dependiendo de las necesidades del ser humano o animal no humano en que se desee 
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una respuesta inmunitaria.

Una realización de la invención proporciona el uso de una vacuna que comprende un SPA en que el uno o más 
antígenos están en forma de una vacuna de la gripe convencional. Otra realización proporciona el uso de una 
vacuna que comprende el SPA junto con vacunas de la gripe convencionales. De acuerdo con esta realización, la 5
vacuna de SPA puede administrarse concomitantemente a la vacuna convencional (por ejemplo, combinando las 
dos composiciones) o puede administrarse antes o después de la administración de la vacuna convencional.

Una realización de la presente invención proporciona el uso de SPA como vacuna de la gripe en seres humanos. 
Otra realización de la presente invención proporciona el uso de un SPA que comprende uno o más antígenos de las 10
cepas H1N1 y/o H3N2 de la gripe como vacuna de la gripe en seres humanos. En una realización específica de la 
presente invención, se proporciona un SPA para uso como vacuna de la gripe humana que comprende al menos un 
antígeno de M2. En otra realización, se proporciona un SPA que comprende al menos un antígeno de M2 que 
comprende una secuencia aminoacídica sustancialmente idéntica a las SEQ ID NO:6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 
16, 17, 18, 40 o 44, o un fragmento de las mismas, para uso como vacuna de la gripe humana. La vacuna puede 15
incluir opcionalmente uno o más SPA distintos que comprenden antígenos diferentes de los del primer SPA, por 
ejemplo antígenos que comprenden una secuencia como se expone en una cualquiera de las SEQ ID NO:6, 7, 8, 9, 
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 40 o 44, o antígenos de otras proteínas de virus de la gripe, tales como NP o M1.

Una realización alternativa de la presente invención proporciona el uso del SPA como vacuna de la gripe para no 20
humanos. Otra realización proporciona el uso de un SPA que comprende uno o más antígenos de las cepas H3N8, 
H7N7, H9N2 y/o H5N1 de la gripe como vacuna de la gripe para no humanos. Una realización adicional, proporciona 
el uso del SPA como vacuna de la gripe para mamíferos no humanos. Otra realización proporciona el uso del SPA 
como vacuna de la gripe para aves. En una realización adicional de la presente invención, se proporciona un SPA 
para uso como vacuna de la gripe para mamíferos y/o aves que comprende al menos un antígeno que comprende 25
una secuencia aminoacídica como se expone en una cualquiera de las SEQ ID NO. 9, 41, 42 o 43, o un fragmento 
de las mismas. En una realización específica de la presente invención, se proporciona un SPA adecuado para uso 
como vacuna de la gripe para perros, gatos, caballos, cerdos, pollos, gansos y águilas crestadas que comprende al 
menos un antígeno que comprende una secuencia aminoacídica como se expone en la SEQ ID NO:9, o un 
fragmento de la misma. La vacuna puede incluir opcionalmente uno o más de otros SPA que comprenden antígenos 30
derivados de variantes del péptido M2e encontrado en otras cepas de la gripe, tales como aquellos que comprenden 
una secuencia como se expone en una cualquiera de las SEQ ID NO: 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 40 o 
44. En otra realización de la presente invención, se proporciona una vacuna para perros y/o caballos que comprende 
un primer SPA que comprende un antígeno que incluye una secuencia aminoacídica como se expone en la SEQ ID 
NO:9, o un fragmento de la misma, y un segundo SPA que comprende un antígeno que incluye una secuencia 35
aminoacídica como se expone en la SEQ ID NO: 10, o un fragmento de la misma. En una realización adicional, se 
proporciona un SPA adecuado para uso como vacuna de la gripe para aves que comprende al menos un antígeno
que comprende una secuencia aminoacídica como se expone en la SEQ ID NO:41 o 43, o un fragmento de las 
mismas.

40
Como se demuestra en la presente memoria, las VLP de PapMV son capaces de potenciar tanto la respuesta 
humoral como de CTL ante un antígeno. Por consiguiente, en una realización de la presente invención, se 
proporciona una vacuna que comprende un primer SPA que incluye un antígeno de la gripe que produce una 
respuesta humoral (tal como un antígeno de la proteína M2) y un segundo SPA que incluye un antígeno de la gripe 
que produce una respuesta de CTL (tal como un antígeno de la proteína NP o M1). 45

La presente invención proporciona también el uso del SPA como agente de cribado, por ejemplo, para cribar los 
anticuerpos de la gripe. El SPA puede adaptarse fácilmente a técnicas inmunológicas convencionales tales como 
ensayo de inmunosorción ligado a enzima (ELISA) o transferencia Western y es por tanto útil en contextos de 
diagnóstico e investigación. 50

KITS

La presente invención proporciona adicionalmente kits que comprenden uno o más SPA para uso como vacuna de 
la gripe. Los componentes individuales del kit se envasarían en recipientes separados y, asociados a dichos 55
recipientes, puede haber un aviso en la forma prescrita por la agencia gubernamental reguladora de la fabricación, 
uso o venta de productos farmacéuticos o biológicos, reflejando dicho aviso la aprobación por la agencia de 
fabricación, uso o venta. El kit puede contener opcionalmente instrucciones o indicaciones que resumen el 
procedimiento de uso o régimen de administración de la vacuna. 

60
Cuando uno o más componentes del kit se proporcionan como soluciones, por ejemplo una solución acuosa o una 
solución acuosa estéril, el medio de envasado mismo puede ser un inhalador, jeringuilla, pipeta, gotero ocular u otro 
de dichos aparatos similares, del que puede administrarse la solución a un sujeto o aplicarse y mezclarse con los 
demás componentes del kit.

65
Los componentes del kit pueden proporcionarse también en forma secada o liofilizada y el kit puede contener 
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adicionalmente un disolvente adecuado para la reconstitución de los componentes liofilizados. Independientemente 
del número o tipo de los recipientes, los kits de la invención pueden comprender también un instrumento para ayudar 
a la administración de la composición a un paciente. Dicho instrumento puede ser un inhalador, dispositivo 
pulverizador nasal, jeringuilla, pipeta, pinza, cucharilla medidora, gotero ocular o vehículo de suministro 
médicamente aprobado similar. 5

Se proporcionan también kits de cribado que contienen uno o más SPA de la invención para uso en la detección de 
anticuerpos. Los kits pueden ser kits de diagnóstico o kits pretendidos con fines de investigación. Los componentes 
individuales del kit se envasarían en recipientes separados y, asociado a dichos recipientes, puede haber un aviso 
en la forma prescrita por la agencia gubernamental que regula la fabricación, uso o venta de productos biológicos, 10
reflejando dicho aviso la aprobación por la agencia de la fabricación, uso o venta del producto biológico. El kit puede 
contener opcionalmente instrucciones o indicaciones que resumen el procedimiento de uso o régimen de 
administración de la vacuna.

Para conseguir una mejor comprensión de la invención descrita en la presente memoria, se exponen los siguientes 15
ejemplos. Se entenderá que estos ejemplos pretenden describir realizaciones ilustrativas de la invención, y no 
pretenden limitar el alcance de la invención en modo alguno.

EJEMPLOS
20

EJEMPLO I: Efecto de las mutaciones sobre la unión a ARN y autoensamblaje de la proteína de cubierta de 
PapMV

Se usó proteína de cubierta de PapMV (CPΔN5; mostrada en la SEQ ID NO: 3) que alberga la inserción de una 
alanina en posición 2 y en que se eliminaron 5 aminoácidos del extremo N de la secuencia WT para crear una serie 25
de mutantes como se resume en Tremblay, M-H., et al., 2006, FEBS J., 273: 14-25. Basándose en el alineamiento 
de las secuencias aminoacídicas de 19 CP de potexvirus entre el aminoácido 90 y 169 de CP de PapMV, que reveló 
que el aminoácido correspondiente a la posición 128 de la CP de PapMV es una A en la mayoría de potexvirus pero 
una E en PapMV, y en el informe de que es probable que los residuos cargados R104, K133, K137 y R161 estén 
implicados en una interacción con el ARN genómico y desempeñen un papel importante en el ensamblaje y 30
empaquetado del genoma vírico (Abouhaidar y Lai, 1989, J. Gen. Virol. 70, 1871-5), se realizaron las siguientes 
mutaciones: E128A; K97A; R104K105R108/A; R118D120K121/A; K133K137/A; D142D145/A; E148A; R161A o 
E166E168/A.

Microscopia electrónica y marcaje con inmuno-oro35

Se diluyeron las VLP o virus en Tris-HCl 10 mM a pH 8 y se absorbieron durante 3 minutos en una rejilla de formvar 
recubierta con carbono. Se bloquearon las rejillas con 8 ml de BSA (10 mg/ml) durante 30 segundos y se lavaron 
con PBS. Se incubaron las rejillas durante 30 minutos a temperatura ambiente con anticuerpo de conejo anti-
marcaje 6XH (Amersham, Pittsburgh, PA, EE.UU.) diluido 1:10 en PBS. Se lavaron las rejillas tres veces con PBS y 40
se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos con anticuerpos de asno anti-conejo conjugados con 
partículas de oro de 6 nm (Jackson Immuno Research, West Baltimore Pike, West Grove, PA, EE.UU.) y diluidos 
1:20 en PBS. Se lavaron entonces las rejillas con agua desionizada y se tiñeron como se describe anteriormente.

Espectroscopia de dicroísmo circular45

Se registraron los espectros de DC en un monocromador de barrido rápido Olis RSM 1000 (Olis, Conway 
DriveSuites A & B, Bogart, GA, EE.UU.) a 20 ºC. Para DC de UV lejano (260-190 nm), se usaron celdas de cuarzo 
termostatizadas de 0,1 cm de longitud de recorrido. Se calcularon los valores de elipticidad media por residuo 
([δ]MRw en grad x cm2 x dmol) usando la ecuación: [δ]MRW = [δ]*MRW/(10 x c x l), en que [δ] es la elipticidad en 50
grados, MRW es el peso molecular medio de los residuos en la proteína (se usó 108 en este estudio), c es la 
concentración de proteína en g/ml y l es la longitud de recorrido en cm (Johnson, W. C. (1996) “Circular Dichroism 
Instrumentation in Circular Dichroism and the Conformational Analysis of Biomolecules” (Fasman, G. D., ed) pág. 
635-652, Kluwer Academic / Plenum Publishers).

55
Se registraron los espectros de DC de UV cercano (250-350 nm) a TA en un instrumento Jasco modelo J-710 
(Jasco, Commerce Dr. Easton, MD, EE.UU.). Se realizaron los registros usando cubetas de cuarzo (longitud de 
recorrido 0,1 cm). Se promediaron los espectros de 10 barridos por etapas de 0,2 nm a una velocidad de 100 
nm/min. Las muestras de varilla y disco estaban respectivamente a una concentración de 1,5 mg/ml y 5,5 mg/ml.

60
Transcritos de ARN y ensayo de desplazamiento de la movilidad electroforética (EMSA)

Se generó la sonda de ARN mediante transcripción in vitro usando un kit RiboMAX™ Large Scale RNA Production 
System-T7 (Promega P1300, Madison, WI, EE.UU.) y un clon de 80 nt del extremo 5’ de PapMV delante del 
promotor T7. Se linealizó el clon con EcoRI antes de la transcripción in vitro. Se purificó el transcrito de ARN en una 65
columna G50 Quick Spin para purificación de ADN/ARN (Roche 1273 965). Se usó el mismo procedimiento para 
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generar un transcrito de los 1800 nucleótidos 5’ de PapMV para el ensayo de ensamblaje in vitro. Se desfosforiló la 
sonda de ARN usando fosfatasa alcalina de gamba (Fermentas, Hanover, MD, EE.UU., EFO511) y se marcó con 
gamma 32P-ATP usando polinucleótido cinasa T4 (NEB, Ipswich, MA, EE.UU., M0201 S). Se purificó entonces la 
sonda usando columnas G-50 Quick Spin como anteriormente. Se incubó el ARN marcado con proteínas 
recombinantes a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se usaron 165 fmol de ARN para cada reacción y 5
diversas cantidades de proteínas recombinantes purificadas en el tampón de ensamblaje in vitro, que contenía 7,5 U 
de inhibidor de ARNasa (Amersham Biosciences 27-081601). El volumen final de la reacción era de 10 μl; se 
añadieron 2 μl de tinte de carga a la muestra antes de cargar en gel de poliacrilamida nativo al 5 %. Se efectuó la 
electroforesis en tampón 0,5X Tris-borato-EDTA durante 90 minutos a 10 mA. Se secó el gel, se sometió a 
autorradiografía durante 16 horas en película Kodak BioMax MS (Amersham Biosciences V8326886) y se reveló.10

Purificación de PapMV y aislamiento de discos

Se purificó PapMV mediante centrifugación diferencial a partir de hojas de papaya infectadas que mostraban 
síntomas del mosaico. Se molieron las hojas infectadas (100 g) en 100 ml de Tris-HCl 50 mM (pH 8,0) que contenía15
EDTA 10 mM en una batidora comercial. Se filtraron las hojas molidas a través de tela de gasa, se añadió Triton X-
100 al 1 % al filtrado y se agitó suavemente el filtrado durante 10 min. Se añadió cloroformo gota a gota hasta un 
volumen equivalente a un cuarto del volumen del filtrado. Se agitó la solución durante 30 min adicionales a 4 ºC y se 
centrifugó durante 20 min a 10.000 g para retirar el precipitado. Se sometió el sobrenadante a centrifugación a alta 
velocidad (100.000 g) durante 120 min. Se suspendió el sedimento vírico y se sometió a otra centrifugación a alta 20
velocidad a través de un cojín de sacarosa (sacarosa al 30 %) a 100.000 g durante 3,5 h. Se suspendió el sedimento 
vírico final en 10 ml de Tris 50 mM (pH 8,0). Si persistía el color, se efectuó una clarificación adicional con 
cloroformo. Se recogió el virus purificado por ultracentrifugación. Se efectuó el aislamiento de los discos mediante el 
procedimiento de degradación con ácido acético como se ha descrito anteriormente (Erickson, et al., 1976, Virology,
72, 514-7).25

Digestión con tripsina

Se incubaron 10 μg de proteína a 37 ºC en un volumen de 50 μl durante 120 minutos en tampón Tris-HCl 100 mM a 
pH 8,5 con 0,2 μg de tripsina (Roche, Indianápolis, IN, EE.UU., 1418475). Se detuvo la reacción mediante la adición 30
de 10 μl de tinte de carga que contenía 5 % de SDS, DTT 5 mM y 40 % de glicerol. Se hirvió la muestra durante 5 
minutos antes de cargar en geles de PAGE-SDS. Se visualizaron las proteínas por tinción con azul de Coomassie.

Resultados
35

La CP de PapMV alberga dos residuos M en las posiciones 1 y 6 del marco abierto de lectura (ORF) de CP. No está 
claro si se usan ambos de estos codones de iniciación durante la replicación del virus. Sin embargo, se ha mostrado 
que una gran proporción de la CP del virus purificado carece de varios aminoácidos en el extremo N (Zhang, et al., 
1993, J. MoI. Biol. 234, 885-7). Para asegurar la producción de solo un marco abierto de lectura en E. coli, se 
retiraron los 5 aminoácidos N-terminales de tal modo que M6 sirviera como codón de iniciación. La introducción del 40
codón de iniciación en el sitio NcoI introdujo una A extra que se encuentra en todos los constructos. Se añadió un 
marcador 6XH en el extremo C de la proteína para facilitar el proceso de purificación. Se expresó la proteína 
recombinante CPΔN5 en BL21 de E. coli (pLysS) y mostró un peso molecular (PM) ligeramente mayor que el de CP 
WT extraída de virus purificado. La diferencia observada entre las dos proteínas está probablemente causada por la 
fusión con marcador 6XH en el extremo C. Se purificó por afinidad la proteína recombinante usando una columna de 45
Ni2+ y se eluyó usando imidazol 1 M. Se estimó el rendimiento de la proteína recombinante purificada en 40-50 mg/l. 
El ensayo de transferencia Western que usa un anticuerpo originado ante CP de PapMV WT confirmó que la 
proteína purificada era de hecho CP de PapMV.

Se generaron 9 mutantes diferentes que albergaban 1, 2 o 3 sustituciones de A. 5 mutantes, R118-D120-K121/A, 50
K133-K137/A, D142-D145/A, R161A y E166-E167-R168/A, producían proteínas inestables y eran indetectables o se 
expresaban a muy bajo nivel. Es probable que la mutagénesis en esta región conservada afectara al plegamiento 
nativo de la CP. Los mutantes K97A, R104K105R108/A, E128A y E148A pudieron expresarse a un nivel similar a
CPΔN5 y purificarse fácilmente usando un marcador 6xH como se muestra con CPΔN5. Sin embargo, la retirada del 
imidazol durante la diálisis hizo que los mutantes R104K105R108/A y E148A agregaran y precipitaran y es probable 55
que las mutaciones afectaran al plegamiento de la proteína. 

El constructo CPΔN5 se autoensambló en VLP en E. coli como se muestra por la microfotografía electrónica de la 
proteína recombinante purificada. Las VLP eran similares en forma y diámetro a las partículas del virus nativo. Para
analizar y cuantificar la proporción de proteína purificada que se encontraba como VLP, se separaron las VLP y 60
agregados menores por ultracentrifugación a 100.000 g durante 2 horas. Se encontraron la mayoría de las proteínas 
CPΔN5 (80 %) en el sobrenadante. Se encontraron las VLP en el sedimento y dan cuenta del 20 % de la proteína 
recombinante purificada total. Sin embargo, la proteína purificada K97A permanecía en el sobrenadante después de 
la ultracentrifugación. Por el contrario, la proteína recombinante E128A se encontraba totalmente en el sedimento 
después de la ultracentrifugación.65
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La microscopia electrónica reveló que las VLP de E128A aisladas del sedimento de alta velocidad son similares al 
virus WT. Se midió la longitud de 150 VLP para cada una de CPΔN5 y E128A y se determinó la longitud promedio. 
Las VLP de CPΔN5 parecían 10 veces más cortas (50 nm) que el virus nativo, que es de 500 nm de longitud como 
se prevé. Sin embargo, las VLP de E128A son aproximadamente 3 veces más largas que las VLP de CPΔN5,
sugiriendo que este mutante puede apoyar más eficazmente la iniciación y alargamiento del ensamblaje. Finalmente, 5
una microfotografía electrónica de la proteína K97A purificada reveló agregados desorganizados de 15 a 50 nm de 
diámetro. El contorno de los agregados era irregular, mostrando que esta proteína no puede autoorganizarse en 
VLP.

La purificación de las LVP usando la columna de Ni2+ era eficaz, sugiriendo que el marcador 6XH está localizado en 10
la superficie y disponible para interacción con la columna de afinidad. Para confirmar esta hipótesis, se efectuó un 
experimento de marcaje con inmuno-oro en VLP de CPΔN5 usando antisuero de conejo anti-marcador 6XHis 
seguido de un anticuerpo secundario de asno anti-conejo marcado con partículas de oro. Como se esperaba, las 
VLP estaban decoradas con partículas de oro, demostrando por tanto que se tolera la fusión de un péptido (6XH) 
con el extremo C y se expone en la superficie de las VLP. Esta exposición en superficie de péptidos fusionados C-15
terminales demuestra la idoneidad del extremo C como punto apropiado para conectar un inmunógeno. 

Se usó espectrofotometría de dicroísmo circular (DC) para comparar la estructura secundaria de las proteínas 
recombinantes con el virus WT. Se estimó que la estructura secundaria de CPΔN5 era un 49 % de hélices α y un 
15 % de ovillo aleatorio. Los espectros de DC de VLP de CPΔN5 y virus WT mostraron un perfil ligeramente 20
diferente (Fig. 2A). La señal de DC medida a 208 nm era más pronunciada para el virus WT que para las VLP de
CPΔN5 (Fig. 2A). De forma interesante, la señal de DC medida con VLP de E128A a 208 nm se superponía con la 
del virus WT (Fig. 2A).

La señal de DC de los discos aislados (sobrenadante de alta velocidad de la proteína purificada) de CPΔN5 era 25
idéntica a la de los discos aislados del virus purificado usando el procedimiento de ácido acético (Fig. 2B). Es 
interesante indicar que la señal de DC medida con discos en general a 208 nm era menos pronunciada que con 
VLP. Este resultado sugiere que el contenido de hélices α aumenta cuando los discos se ensamblan en VLP. 
Finalmente, se comparó el plegamiento de la proteína purificada K97A con el sobrenadante de alta velocidad de 
CPΔN5. Ambas proteínas mostraron un perfil de DC idéntico (Fig. 2E).30

Se obtuvieron también los espectros entre 250 y 350 nm para medir la absorción de residuos aromáticos y residuos 
de triptófano en la proteína. Un cambio en el entorno de esos residuos afecta a la señal registrada e indica variación 
en la estructura terciaria. Las VLP de CPΔN5 y E128A parecían ser similares (Fig. 2D), indicando que las estructuras 
terciarias son las mismas para ambas VLP. Los espectros de los discos de CPΔN5 y K97A eran muy similares, lo 35
que sugiere que ambas proteínas tienen una estructura terciaria similar (Fig. 2E). Las ligeras diferencias en la 
intensidad de las curvas entre las muestras eran probablemente debidas a una pequeña variación de las 
concentraciones de proteína. 

Se encontró un 80 % de la CPΔN5 recombinante purificada y todas las proteínas K97A como multímero (discos) en 40
el sobrenadante después de la ultracentrifugación. Para medir el nivel de multimerización de estas proteínas, se 
analizó el sobrenadante de alta velocidad de CPΔN5 y la proteína purificada K97A usando Superdex™ 200. Para
CPΔN5, la mayoría de las proteínas eluyeron en forma de un complejo de alto peso molecular de 450 kDa (Fig. 3A)
que corresponde a un multímero de aproximadamente 20 subunidades (el peso molecular de la subunidad proteica 
es de 23 kDa). Se recogió el segundo pico que eluye a 81,27 ml y se cargó en una columna Superdex™ 75 para 45
mejorar la resolución. La proteína eluyó en forma de una proteína de 39 kDa. Se sometió una muestra de este pico a 
PAGE-SDS y mostró una única banda menor que CPΔN5 que corresponde a un producto de degradación de 
CPΔN5. Es posible que esta proteína degradada sea incapaz de formar un complejo de alto peso molecular y 
permanezca en forma de dímero en solución.

50
El perfil de elución de K97A puede dividirse en 3 picos principales (Fig. 3B). El segundo pico eluía a 50 ml y se 
superponía con los discos de CPΔN5 (Fig. 3A), con lo que probablemente corresponda a la estructura de disco. El 
primer pico eluía a entre 41 y 43 ml y corresponde a material agregado que es mayor de 700 kDa de tamaño. El 
patrón de elución es amplio y muestra un hombro que sugiere que este material no es uniforme y puede 
corresponder a un agregado de discos de K97A aglutinados conjuntamente por interacciones no específicas. El 55
tercer pico no se analizó adicionalmente y probablemente corresponda a una proteína truncada como se muestra 
para el constructo de CPΔN5. Estos resultados confirman que K97A es capaz de formar discos con otras 
subunidades proteicas pero es incapaz de ensamblarse en VLP en E. coli.

Se aislaron discos de CPΔN5 del sobrenadante de alta velocidad de las proteínas purificadas por cromatografía de 60
afinidad y se usaron para un ensayo de ensamblaje in vitro. Se aislaron discos de un diámetro de 17 nm por filtración 
en gel. Se incubaron 50 ml de discos de CPΔN5 a una concentración de 1 mg/ml con 0,05 mg de ARN durante 30 
minutos a temperatura ambiente. La microscopia electrónica demostró que el ARN y la proteína se ensamblaban en 
VLP de longitud regular (150 nm) que corresponde a la longitud del ARN (1800 nt 5’ de PapMV) usado para el 
ensayo de ensamblaje in vitro. Este resultado demuestra claramente que discos de aproximadamente 20 65
subunidades son los bloques de construcción de las VLP in vitro. La proteína recombinante K97A purificada no 
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consiguió ensamblar el ARN en VLP en estas condiciones.

Las mutaciones K97A y E128A mostraban efectos completamente opuestos sobre CP de PapMV. Para evaluar si las 
VLP de CPΔN5 y E128A contienen ARN, se midió la relación de 280/260 de las diferentes VLP en el 
espectrofotómetro y se comparó con las proteínas del virus purificado (Tabla 2). Como se esperaba, las VLP 5
mostraban una menor relación de 280/260 que los discos debido a su menor nivel de ARN. La relación de 280/260 
de las VLP de E128A era comparable con el virus purificado. De forma interesante, esta relación era un 50 % mayor 
con VLP de CPΔN5. La relación de 280/260 de los discos aislados de CPΔN5 y K97A era comparable a los discos 
extraídos con ácido acético del virus purificado. 

10
Tabla 2: DO 280/260 para VLP de PapMV

Virus o VLP Discos extraídos de:
PapMV 
purificado

VLP de CPΔN5 VLP de E128A PapMV 
purificado

VLP de CPΔN5 VLP de E128A

0,75 1,10 0,75 1,5 1,64 1,55

Para evaluar si la capacidad de elaborar VLP estaba relacionada directamente con la afinidad de la CP por ARN, se 
aislaron discos de mutantes CPΔN5 y E128A y se compararon con K97A. Se usó el sobrenadante de alta velocidad 15
de CPΔN5 para el aislamiento del multímero de 450 kDa (discos). Puesto que el mutante E128A elabora solo VLP 
en E. coli, se rompieron estas usando tratamiento con ácido acético y se aislaron discos de E128A (Abouhaidar y
Bancroft, 1978, Virology, 90, 54-9). Se incubaron diferentes cantidades de discos en un volumen de 10 μl que 
contenía 165 fmol de una sonda de ARN marcada con 32P compuesta por un transcrito de 80 nucleótidos de la 
región 5’ no codificante de PapMV. Se separó el complejo de proteína-ARN mediante un ensayo de desplazamiento 20
de la movilidad electroforética (EMSA). Los discos de CPΔN5 interaccionaban con la sonda de manera cooperativa e 
inducían un desplazamiento con 500 ng (22 pmol) de proteínas. Este resultado muestra que los discos de CPΔN5, 
que están exentos de ARN después del aislamiento, son capaces de interaccionar con ARN in vitro solo cuando se 
alcanza una relación molar de 1.000 (discos/ARN), que corresponde a una afinidad débil por ARN. Cuando se 
efectuó un experimento similar con los discos aislados del mutante E128A y la misma sonda, los discos de E128A se 25
unían a ARN más eficazmente que CPΔN5. Tan solo 50 ng de proteína era suficiente para crear un complejo de 
proteína-ARN. Las proteínas K97A purificadas en las mismas condiciones no conseguían, incluso a mayor 
concentración (hasta 1500 ng) inducir la formación de un complejo de proteína-ARN. Se repitió el EMSA con ARN 
extraídos de VLP de CPΔN5 que se marcaron con se describe anteriormente y se obtuvieron los mismos resultados 
con este ARN que no contiene la señal de empaquetamiento de PapMV.30

Para evaluar la estabilidad de las VLP y medir si el ensamblaje de los discos en una estructura de varilla mejoraba la 
estabilidad del complejo, se monitorizó su resistencia térmica por espectrofotometría de DC. Las VLP de CPΔN5 y 
los virus resistían ambos altas temperaturas (más de 60 ºC) antes de mostrar ningún signo de fatiga (Fig. 4A). El 
PapMV purificado era la estructura más estable ensayada y podía resistir temperaturas cercanas a 100 ºC. La 35
temperatura de inactivación reseñada para PapMV es de 70 ºC. Las VLP de CPΔN5 eran más sensibles que el virus 
WT, probablemente debido a la presencia del marcador 6xHis localizado en el extremo C. Las VLP de E128A
parecían más sensibles al calor y mostraban signos de fatiga a 42 ºC (Fig. 4A). Los discos se desnaturalizaban 
rápidamente a 40 ºC (Fig. 4B). Este resultado sugiere que el empaquetamiento de los discos en la estructura de 
varilla mejora considerablemente la estabilidad. 40

El tratamiento de PapMV con tripsina da como resultado una escisión, presuntamente en el aminoácido 198 del 
extremo C. En estas condiciones, la proteína restante era resistente a la proteasa. Se efectuó un ensayo similar en 
el virión purificado y VLP y discos recombinantes que indicó que PapMV no parecía estar afectado por la tripsina. La 
microscopia electrónica confirmó que el virus tratado era idéntico en apariencia al virus no tratado, sin embargo, 45
tanto los discos aislados de CPΔN5 como las VLP de CPΔN5 eran muy sensibles a la tripsina y se generaron varias 
bandas de menor peso molecular correspondientes a fragmentos degradados, sugiriendo que se exponen varios 
residuos cargados positivamente y están disponibles en la superficie de las VLP. E128A mostraba una resistencia a 
la tripsina similar al virus WT.

50
EJEMPLO II: Producción y genomanipulación de VLP de gp100 de PapMV y de Flu de PapMV

Clonación del gen de CP de PapMV

Se usó el gen de proteína de cubierta (CP) de PapMV CPΔN5 (véase el Ejemplo I) y se preparó como se describe 55
en Tremblay, M-H., et al., 2006, FEBS J., 273: 14-25. Brevemente, se amplificó el gen de CP por PCR-TI a partir de 
ARN vírico usando los siguientes cebadores oligonucleotídicos.

Cebador de codificación de CPΔN5:

60
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Cebador inverso de CPΔN5: 

Se digirió el producto de PCR con Ncol y BamHl y se insertó en el vector pET-3d, generando el clon de VLP de 5
PapMV CPΔΝ5, en que se eliminaron 5 aminoácidos del extremo N de la secuencia WT. La VLP de PapMV alberga 
también la inserción de una alanina en posición 2 de la proteína recombinante. Se muestra en la Fig. 1C la 
secuencia aminoacídica del clon de VLP de PapMV CPΔN5 [SEQ ID NO:3].

Clonación y genomanipulación de constructos de gp100 de PapMV y Flu de PapMV10

Se eligieron epítopos de 9 unidades de HLA-A*0201 del antígeno tumoral bien definido gp100 (IMDQVPFSV; SEQ 
ID NO:21) y de la proteína M1 de la gripe (GILGFVFTL; SEQ ID NO:22). Se flanquearon los epítopos de HLA-
A*0201 en los lados N y C-terminales por 5 residuos de la respectivas secuencias nativas para favorecer el 
procesamiento natural por el proteosoma (véase la Fig. 5A).15

Para generar el constructo de gp100 de PapMV, se usaron los siguientes oligonucleótidos:

oligonucleótido de gp100 codificante:

20
y oligonucleótido de gp100 anticodificante:

Se reasociaron estos dos oligonucleótidos y se clonaron en el sitio Spel y MIuI del clon de CP de PapMV CPΔN5 25
linealizado con las mismas enzimas.

Para generar el constructo de FLU de PapMV, se usaron los siguientes oligonucleótidos:

oligonucleótido de FLU codificante:30

y oligonucleótido de FLU anticodificante: 

35
Se reasociaron estos dos oligonucleótidos y se clonaron en el extremo C de CP de PapMV CPΔN5 como se 
describe anteriormente para el constructo de gp100.

Los constructos de gp100 de PapMV y FLU de PapMV resultantes comprendían el gen de CP de PapMV con la 
fusión del péptido respectivo en su extremo C, seguida de un marcador 6xH para facilitar el proceso de purificación. 40
Se confirmaron las secuencias de los clones de PapMV por secuenciación de ADN.
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Expresión de PapMV, FLU de PapMV y gp100 de PapMV en E. coli

Se transformó la cepa de expresión en BL21(DE3) RIL de E. coli (Stratagene, La Jolla, CA) con el plásmido pET-3d
que contiene uno de los constructos descritos anteriormente y se mantuvo en medio 2xYT que contiene ampicilina 
(50 μg/ml). Se hicieron crecer las células bacterianas a 37 ºC hasta una densidad óptica de 0,6 a 600 nm y se indujo 5
la expresión de proteína con β-d-tiogalactopiranósido de isopropilo (IPTG) 1 mM. Se continuó la inducción durante 
16 h a 25 ºC. Se recolectaron entonces las bacterias por centrifugación durante 15 min a 6000 rpm. Se resuspendió 
el sedimento en tampón de lisis enfriado con hielo (NaH2PO4 50 mm a pH 8,0, NaCl 300 mm, imidazol 10 mM, 
fluoruro de fenilmetanosulfonilo 20 μM, lisozima 1 mg/ml) y se lisaron las bacterias mediante una pasada por una 
prensa French. Se centrifugó el lisado dos veces durante 30 min a 13.000 rpm para eliminar el desecho celular. Se 10
incubó el sobrenadante con 1 ml de Ni-NTA (Qiagen, Valencia, CA) con agitación suave durante 4 h a 4 ºC. Se 
cargaron los lisados en una columna y se lavaron las perlas con 3 x 15 ml de tampón de lavado (NaH2PO4 50 mM a 
pH 8,0, NaCl 300 mM) que contenía concentraciones crecientes de imidazol (10 mM, 20 mM y 50 mM). Se lavaron 
entonces las perlas con 15 ml de tampón de trabajo (tampón Tris/HCl 10 mm a pH 8 o fosfato de sodio 10 mM a pH 
7,2). Se realizaron dos etapas de lavado para retirar los contaminantes de LPS, una con Tris-HCl 10 mM, imidazol15
50 mM, 0,5 % de Triton X100 a pH 8, y otro con Tris-HCl 10 mM, imidazol 50 mM, 1 % de Zwittergent a pH 8. Se 
eluyeron las proteínas en tampón de trabajo que contenía imidazol 1 M. Se sometieron las proteínas eluidas a una 
ultracentrifugación a alta velocidad (100.000 g) durante 120 min en un rotor Beckman 50.2 TI. Se resuspendieron los 
sedimentos de VLP en PBS exento de endotoxinas (Sigma). Finalmente, se filtraron las soluciones proteicas usando 
filtros de 0,45 μm. Se evaluaron las concentraciones de proteína mediante el kit de proteína por BCA (Pierce). Se 20
evaluó el nivel de LPS en las proteínas purificadas con la prueba de Limulus según las instrucciones del fabricante 
(Cambrex) y estaba por debajo de 0,005 unidades de endotoxina (UE)/μg de proteína. Este procedimiento procuraba 
más de 20 mg de VLP purificadas por litro de cultivo bacteriano.

Microscopia electrónica y PAGE-SDS25

Se diluyeron las proteínas en PBS y se absorbieron durante 3 min en una rejilla de formvar recubierta con carbono. 
Se lavaron la rejillas 2 veces con agua desionizada y se tiñeron con acetato de uranilo al 0,1 % durante 10 min a 
temperatura ambiente. Se observaron entonces las rejillas en un microscopio electrónico de transmisión Jeol 
JEM220FS. Se evaluó la longitud promedio de 100 VLP usando el software Adobe Photoshop.30

Se efectuaron análisis de PAGE-SDS como se describe en la materia (Lepage y Lapointe, 2006, Cancer Res. 66:
2423-2432) usando el sistema Mini-protean de Bio-Rad (Hercules, CA). Se revelaron las proteínas por tinción con 
azul de Coomassie (Bio-Rad). En algunos experimentos, se añadió proteinasa K (Invitrogen) a una concentración 
final de 13 μg/ml.35

Resultados

El análisis de microscopia electrónica de las diferentes VLP de PapMV producidas en E. coli (Fig. 5B) reveló la 
estructura típica en forma de varilla larga en el intervalo de 80 a 200 nm de longitud y un diámetro de 15 nm de las 40
VLP de PapMV y de 16 nm para las VLP de gp100 y Flu de PapMV genomanipuladas. La CP de PapMV era capaz 
de ensamblarse espontáneamente en VLP en E. coli que eran similares en tamaño y forma a las VLP de PapMV. 

Se efectuó un análisis de PAGE-SDS en preparaciones de VLP recientes y de 7 meses en PBS a 4 ºC (Fig. 6). No 
se detectaron evidencias de degradación en el gel. Además, se incubaron las preparaciones durante 7 días 45
adicionales a temperatura ambiente o a 37 ºC, sin degradación observable. Finalmente, se incubaron preparaciones 
de PapMV con proteinasa K como control positivo de degradación, lo que dio como resultado la rápida degradación 
de las VLP de PapMV genomanipuladas. La VLP de PapMV sin péptido de fusión era más resistente a la proteinasa 
K, sugiriendo que la fusión en el extremo C probablemente desestabiliza localmente esta región y aumenta la 
susceptibilidad a esta enzima.50

EJEMPLO III: Procesamiento in vitro y presentación cruzada de los epítopos gp100 y M1 de la gripe 
expresados en VLP de PapMV

Péptidos55

Se sintetizaron los péptidos gp100 y Flu por GLBiochem Shanghai LTD y se resuspendieron en DMSO (Sigma).

Medios y cultivo celular
60

Se cultivaron linfocitos T, células dendríticas (CD) y linfocitos B estimulados con CD40 (CD40-B) como se describe 
en la materia (Lapointe et al., 2003, Can. Res. 63: 653-662) en medio completo (medio de Dulbecco modificado por 
Iscove; Invitrogen; Carlsbad, CA; y Wisent; St-Bruno, Québec, Canadá) suplementado con suero humano al 7,5 % 
(termoinactivado, preparado a partir de donantes normales), L-glutamina 2 mM, penicilina/estreptomicina 100 U/ml y 
gentamicina 10 μg/ml (los últimos 3 de Invitrogen y Wisent).65
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Se expandieron los linfocitos B activados por CD40 y se cultivaron a partir de células mononucleares de sangre 
periférica (PBMC) como se describe en la materia (Lapointe et al., 2003, Cancer Res. 63: 653-662; Lepage y
Lapointe, 2006, Cancer Res. 66: 2423-2432) mediante la adición de 500 ng/ml de CD40L trimérico soluble (Immunex 
Corporation; Seattle, WA) y 500 U/ml de IL-4 humana recombinante (Peprotech; Rocky Hill, NJ). 

5
Se generaron las CD a partir de PBMC recogidos por preparaciones de aféresis de donantes normales (Lapointe et 
al., 2000, Eur. J. Immunol. 30: 3291-3298), modificando el protocolo original descrito por Sallusto et al., 1994, J. Exp. 
Med. 179: 1109-1118. Brevemente, se enriquecieron PBMC de la sangre mediante centrifugación en un medio de 
separación de linfocitos (Wisent). Se enriquecieron los monocitos después de 2 horas de adherencia en frascos o 
placas de cultivo de tejido a 37 ºC (3x107 células en T-25, 1,5x107 células/pocillo en placas de fondo plano de 6 10
pocillos o 5x10

6
células/pocillo en placas de fondo plano de 24 pocillos, todas de Costar, Corning, NY). Se lavaron 

las células adherentes una vez con PBS (Wisent) y se cultivaron entonces en medio completo suplementado con 
100 ng/ml de GM-CSF (1.000 U/ml) y 500 ng/ml de IL-4 (1.000 U/ml) (ambos de Peprotech, Rocky Hill, NJ). Se 
añadieron de nuevo GM-CSF e IL-4 los días 3 y 5. Se añadieron VLP de PapMV (preparadas como se describe en el 
Ejemplo II) el día 6 y se recolectaron el día 7 para experimentos de reconocimiento y expansión.15

Se estableció la línea celular de melanoma 1088mel en Surgery Branch (NCI/NIH). Se obtuvieron SK23, T2 y las 
líneas celulares de tumor de mama MDA231 de la Colección Estadounidense de Cultivos Tipo (ATCC; Manassas, 
VA). Se cultivaron todas las líneas celulares tumorales en medio RPMI 1640 suplementado con 10 % de FBS 
termoinactivado, L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina/estreptomicina y gentamicina10 μg/ml.20

Presentación cruzada de CPA sometida a pulsos de PapMV

Se analizó en diferentes células diana la presentación por MHC de clase I de epítopos definidos con linfocitos T 
específicos de gp100 o M1 de gripe. Los clones de linfocitos T CD8+ específicos de gp100 se proporcionaron 25
amablemente por el Instituto Nacional del Cáncer; NIH, Bethesda, MD y eran específicos tanto del epítopo 
restringido HLA-A*0201 nativo en posición 209-217 (ITD QVP FSV; SEQ ID NO:27) como de la versión modificada 
con una M en posición 210 (IMD QVP FSV; SEQ ID NO:21), que potenciaba la estabilidad del complejo de 
péptido/MHC. Se expandieron linfocitos T específicos de gp100 usando el protocolo de expansión rápida descrito 
por Dudley et al., 1999, J. Immunother., 22: 288-298.30

Se generaron líneas de linfocitos T específicos del epítopo restringido HLA-A*0201 derivado de M1 de gripe (59-67; 
GIL GFV FTL; SEQ ID NO:22) como sigue. Se identificaron PBMC de donantes normales HLA-A*02+ por citometría 
de flujo (FACScalibur; BD Biosciences, Mississauga, ON) con un anticuerpo específico (OneLambda, Canoga Park, 
CA). Se estimularon PBMC preparadas como se describe anteriormente en múltiples pocillos de placas de 48 35
pocillos con 1 μM de péptido FLU sintético en medio descrito anteriormente. Se reestimularon los cultivos 7 días más 
tarde con PBMC autólogas sometidas a pulsos de péptido (1 μM durante 3 horas seguido de 3 lavados con PBS) o 
con cultivos de linfocitos B estimulados con CD40. Se añadió entonces interleucina (IL)-2 (Chiron, Emeryville, CA) 
cada 2-3 días a 150 UI/ml y se mantuvieron los cultivos a entre 0,5 y 2X106 células/ml. Se valoró la especificidad de 
los cultivos individuales mediante ensayos de secreción de interferón (IFN)-γ por ELISA con anticuerpos acoplados 40
(Endogen; Woburn, MA) después de cocultivo con linfocitos T2 sometidos a pulsos de péptido como se describe en 
la materia (Lapointe et al., 2001, J. Immunol. 167: 4758-4764).

Para evaluar la presentación cruzada mediada por CP de PapMV, se sometieron a pulsos linfocitos B activados con 
CD40 o CD con diversas versiones de CP de PapMV modificada a 10-50 μg/ml durante 20 horas. Se recolectaron la 45
células, se lavaron dos veces con PBS y se sembraron en medio completo (a 4-10X104 células/pocillo) en placas de 
96 pocillos. Se añadieron linfocitos T específicos de gp100 o M1 de gripe a 2-10X104 células/pocillo en medio 
completo durante 20 horas. Se recolectaron los sobrenadantes de cultivo y se evaluó el interferón (IFN)-γ por ELISA 
como se describe en la materia (Lepage y Lapointe, 2006, Cancer Res. 66: 2423-2432). En algunos experimentos, 
se pretrataron las CPA durante 1 hora con cloroquina 50-70 μM (Sigma) o lactacistina 20-25 μg/ml o MG-132 1,3-3,3 50
μM (los 2 últimos de Calbiochem, San Diego, CA). Se lavaron las células con PBS y se resuspendieron en medio 
que contenía 1/20 de la concentración original de inhibidor. Se sometieron a pulsos las células tratadas con las 
diferentes variantes de PapMV y se efectuó el análisis de la presentación mediada por MHC de clase I como se 
describe anteriormente. 

55
Expansión de linfocitos T

Se sometieron linfocitos B activados con CD40 o CD a pulsos con diversas versiones de CP de PapMV (como se 
describe en el Ejemplo II anterior) durante 20 horas. Se recolectaron las células y se lavaron dos veces con PBS. Se 
cocultivaron las CPA sometidas a pulsos (2-5X10

5
) con PBMC autólogas a 2X10

6
células en 500 μl de medio 60

completo, en pocillos individuales de una placa de 48 pocillos. Cuando el medio se volvió amarillo, se retiraron 200 μl 
de medio y se añadieron 400 μl de medio completo reciente. Del día 7 al día 10, se añadieron CPA sometidas a 
pulsos de PapMV recientes (5X105; sometidas a pulsos durante 20 horas y lavadas dos veces con PBS) a cultivos 
individuales. Se añadió entonces IL-2 a 100 UI/ml y cada 3 días.

65
Se valoró entonces la especificidad de linfocitos T del día 15 al 20. Brevemente, se cocultivaron células expandidas 
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con linfocitos T2 sometidos a pulsos de péptido como se describe en la materia (Lapointe et al., 2001, J. Immunol.
167: 4758-4764) o con CPA sometidas a pulsos de PapMV. Se evaluó entonces la secreción de IFN-γ por ELISA 
con anticuerpos acoplados (Endogen; Woburn, MA) como se describe en la materia (Lepage y Lapointe, 2006, ibíd.). 
Como alternativa, se valoró la frecuencia de los linfocitos T específicos de antígeno por ensayo ELISPOT, usando 
anticuerpos acoplados (MABTECH) según las instrucciones del fabricante. Se contaron los puntos con un contador 5
automatizado (CTL Technologies, Cleveland, OH).

Resultados

Las CD se definen en la materia como las CPA óptimas, y se ha demostrado en el actual experimento y en la 10
materia que los linfocitos B expandidos después de estimulación con CD40 son CPA eficaces. Se sometieron a 
pulsos estas CPA con VLP de PapMV, gp100 de PapMV y Flu de PapMV y se cocultivaron con linfocitos T definidos 
específicos de epítopos de MHC de clase I de proteína gp100 y M1 de la gripe. Como se presenta en la Fig. 7A, solo 
las CPA sometidas a pulsos con gp100 de PapMV se reconocieron por el clon de linfocitos T específicos de gp100. 
A la inversa, solo las CPA sometidas a pulsos de Flu de PapMV se reconocieron por los linfocitos T específicos de 15
M1 de gripe (Fig. 7B). Se confirmó la especificidad de cada cultivo de linfocitos T sometiendo a pulsos linfocitos B 
activados con CD40 con los péptidos sintéticos correspondientes a cada epítopo. Tampoco la adición de Flu de 
PapMV a linfocitos T específicos consiguió estimularles a secretar IFN-γ, indicando que las CPA son esenciales para 
el reconocimiento de péptido.

20
Para confirmar que HLA-A*02 era el elemento de restricción implicado en la presentación de péptidos, se efectuaron 
experimentos similares con CPA preparadas a partir de 2 donantes de HLA-A*02 adicionales y otros 2 negativos de 
este alelo. Como se muestra en la Fig. 8A, los linfocitos T específicos de FLU eran en su mayor parte reactivos con 
donantes HLA-A*02+ sometidos a pulsos con Flu de PapMV (panel izquierdo). La débil reactividad con el donante nº 
3 puede explicarse por el hecho de que la línea de linfocitos T de FLU era heterogénea, y pueden estar presentes en 25
el cultivo linfocitos T específicos del péptido potencialmente presentados por otro alelo de MHC de clase I. Además, 
el clon de linfocitos T específicos de gp100 era reactivo solo con CPA de HLA-A*02+ sometidas a pulsos de gp100 
de PapMV (Fig. 8A; panel derecho), confirmando adicionalmente que son necesarias para presentación antigénica 
CPA que expresen el elemento de restricción relevante. Finalmente, se controló la presentación por MHC de clase I 
usando anticuerpos que bloquean la presentación de MHC de clase I o clase II o HLA-DR, como se efectúa en la 30
materia (Lapointe et al., 2003, Cancer Res. 63: 2836-2843; Lapointe et al., 2001, J. Immunol. 167: 4758- 4764). 
Como control, se cocultivó una línea de melanoma que expresa tanto HLA-A*0201 como gp100 con el clon de 
linfocitos T específicos de gp100, y solo el anticuerpo que bloquea la presentación en MHC de clase I anulaba el 
reconocimiento, como se esperaba (Fig. 8B; sección derecha). El cocultivo de clones de linfocitos T específicos de 
gp100 con líneas HLA-A*02-/gp100+, o +/-, o -/- no consiguió provocar la secreción de IFN-γ como se demuestra en 35
la materia (Dudley et al., J. Immunother. 22: 288-298; Lapointe et al., 2001, J. Immunol. 167: 4758-4764). Cuando se 
aplicó el panel de anticuerpos bloqueantes a CPA sometidas a pulsos de Flu de PapMV, solo el anti-MHC de clase I
disminuyó el reconocimiento por la línea de linfocitos T específicos (Fig. 8B; sección izquierda). Estos últimos datos 
demuestran que el péptido FLU derivado de PapMV-Flu se presentaba por MHC de clase I, específicamente HLA-
A*02.40

Para determinar si el procesamiento de VLP de PapMV estaba mediado por el proteosoma, se explotaron dos 
inhibidores de proteosoma diferentes, a saber lactacistina y MG-132, y se controlaron sus actividades bloqueando la 
presentación por MHC de clase I clásico del epítopo HLA-A*0201 de gp100 por células de melanoma (Fig. 9, sección 
derecha). Cuando se usan CPA sometidas a pulsos con Flu de PapMV, la presentación del péptido M1 no estaba 45
afectada por ningún inhibidor (Fig. 9, sección izquierda). El pretratamiento con cloroquina, que neutraliza el pH de 
los endosomas, tenía un efecto negativo sobre la presentación cruzada del epítopo FLU, mientras que un 
tratamiento similar no cambiaba la presentación en MHC de clase I clásica de las células de melanoma, como se 
esperaba. Globalmente, estos datos sugieren que la presentación cruzada en MHC de clase I mediada por VLP de 
PapMV es independiente de proteosoma.50

Se evaluó también si las CPA sometidas a pulsos con VLP de PapMV tendrían la capacidad de expandir linfocitos T 
específicos de antígeno a partir de una población de linfocitos T heterogénea de PBMC. Se sometieron CD y 
linfocitos B activados por CD40 a pulsos de VLP de PapMV y se cocultivaron las CPA sometidas a pulsos con PBMC 
autólogas según el protocolo descrito anteriormente. Se evaluó en primer lugar la frecuencia de linfocitos T 55
expandidos específicos por ensayo ELISPOT. Como se muestra en la Fig. 10A, se generaron células específicas del 
péptido M1 de la gripe HLA-A*0201 cuando se usaron CPA sometidas a pulsos con Flu de PapMV con PBMC. Las 
CPA no sometidas a pulsos, o las sometidas a pulsos con PapMV o gp100 de PapMV no consiguieron generar 
linfocitos T específicos de Flu, como se esperaba. No se generaron linfocitos T específicos de gp100, como se 
esperaba de un donante normal sano sin melanoma. Se evaluó a continuación en linfocitos T expandidos la 60
reactividad ante diversas CPA sometidas a pulsos, y la secreción de IFN- parecía igualmente alta cuando se usaron 
linfocitos T expandidos con CPA sometidas a pulsos con el péptido FLU o Flu de PapMV para expandir linfocitos T 
(> 5000; Fig. 10B). Las CPA sometida a pulsos con PapMV, gp100 de PapMV o Flu de PapMV no consiguieron 
generar linfocitos T específicos de CP de PapMV, sugiriendo que la preinmunidad celular ante CP de PapMV es 
marginal. Finalmente, se cocultivaron linfocitos T expandidos con linfocitos T2 sometidos a pulsos con diferentes 65
cantidades de péptido M1 de la gripe HLA-A*0201 (Fig. 11). En dos experimentos independientes, se generaron 
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linfocitos T altamente reactivos con alta avidez, puesto que los linfocitos T tenían la capacidad de reconocer 
linfocitos T2 sometidos a pulsos con 0,1 y 0,01 nM del péptido. La secreción era en su mayoría > 100.000 pg/ml, que 
es muy alta, y los linfocitos T originados con CPA sometidas a pulsos con el péptido M1 de la gripe eran 
generalmente menos ávidos. A partir de estos experimentos, se concluye que las CPA sometidas a pulsos de 
PapMV tenían la capacidad de expandir linfocitos T con alta avidez. De forma interesante, no hay evidencias de 5
preinmunidad celular preexistente ante CP de PapMV.

EJEMPLO IV: Producción y genomanipulación de VLP de PapMV que comprenden el antígeno de la gripe 
M2e de 1HN1

10
Clonación y genomanipulación de la proteína de cubierta de PapMV

Se amplificó el gen de CP de PapMV por PCR-TI a partir de ARN vírico aislado usando los siguientes cebadores:

15
Se clonó el producto de PCR como un fragmento de NcoI/BamHI en pET 3D (New England Biolabs), produciendo la 
proteína de cubierta truncada CPΔN5. Para facilitar la fusión del péptido M2e con el extremo C de CPΔN5, se 
introdujeron los sitios de restricción Spel y MIuI en el extremo C de la proteína por PCR usando la SEQ ID NO:28 y 
el cebador:

20

Se clonó el producto de PCR como un fragmento de Ncol/BamHl en pET 3D (New England Biolabs). Se usó el clon 
resultante, CPΔN5-SM, para clonación y fusión de todos los demás constructos de M2e. Se proporciona la 
secuencia aminoacídica de CPΔN5-SM en la Fig. 1F (SEQ ID NO:46) y se proporciona la secuencia nucleotídica en 
la Fig. 1M (SEQ ID NO:49).25

Para generar el constructo de PapMVCP-M2e, se usaron los siguientes oligonucleótidos:
de codificación de M2e: 

inverso de M2e:30

Se reasociaron conjuntamente estos dos oligonucleótidos y se digirieron con Spel y MIuI antes de ligamiento en el 
clon CPΔN5-SM linealizado con Spel/MluI. Se confirmó la secuencia de ADN del clon PapMVCP-M2e y se muestra 
en la Fig. 1E [SEQ ID NO: 5]. Se muestra la secuencia aminoacídica codificada por el clon PapMVCP-M2e en la Fig. 35
1D [SEQ ID NO:4] 

Expresión y purificación de PapMV y PapMV-M2e

La expresión y purificación de constructos de PapMVCP se efectuó como se describe anteriormente (Tremblay et al.40
2006, FEBS J. 273: 14) con modificaciones menores. Brevemente, se lisaron las bacterias a través de una prensa 
French y se cargaron entonces en una columna de Ni2+, se lavaron con Tris-HCl 10 mM, imidazol 50 mM, 0,5 % de 
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Triton X100 a pH 8, y después con Tris-HCl 10 mM, imidazol 50 mM, 1 % de Zwittergent, pH 8, para retirar la 
contaminación de endotoxinas. Para aislar las VLP, se sometieron las proteínas eluidas a centrifugación de alta 
velocidad (100.000 g) durante 120 min en un rotor Beckman 50.2 TI. Se resuspendieron las VLP encontradas en el 
sedimento en PBS exento de endotoxinas (Sigma). Se obtuvieron discos de PapMV-M2e a partir del sobrenadante 
de la ultracentrifugación. Se efectuó el intercambio de tampón de los discos mediante diálisis frente a PBS exento de 5
endotoxinas (Sigma). Se sintetizó el péptido M2 usado para ELISA por GLBiochem Shanghai LTD y se resuspendió
en PBS exento de endotoxinas (Sigma). Se filtraron las soluciones de proteína usando filtros de 0,45 μm antes del 
uso. Se evaluó la cantidad de proteína usando un kit de proteína por BCA (Pierce). Se evaluó el nivel de LPS en la 
proteína purificada con la prueba de Limulus según las instrucciones del fabricante (Cambrex) y estaba por debajo 
de 0,005 unidades de endotoxina (UE)/μg de proteína.10

Microscopia electrónica

Se efectuaron PAGE-SDS y electrotransferencia como se describe anteriormente (Tremblay, et al., 2006, ibíd.). Se 
diluyeron las proteínas en PBS y se absorbieron durante 3 min en una rejilla de formvar recubierta con carbono. Se 15
lavaron las rejillas dos veces con agua desionizada y se tiñeron con acetato de uranilo al 0,1 % durante 10 min a 
temperatura ambiente. Se observaron entonces las rejillas en un microscopio electrónico de transmisión Jeol 
JEM220FS. Se evaluó la longitud de VLP promedio midiendo 100 VLP usando el software Adobe Photoshop. 

Resultados20

Se usó en este ejemplo el péptido M2e universal derivado de M2 (canal iónico) de la cepa H1N1 (A/Nueva
Caledonia/20/99) del virus de la gripe. Se encontró este péptido también en más de un 85 % de las cepas de virus 
de la gripe que infectan a seres humanos. Se fusionó el péptido con el extremo C de CP de PapMV seguido de un 
marcador 6xH (Fig. 12A). La expresión de PapMV-M2e en E. coli dio como resultado la producción de VLP de 25
PapMV-M2e de aproximadamente 100 nm de longitud que son similares a las VLP de PapMV (Fig. 12B) y de discos 
compuestos por 20 subunidades de subunidades de CP. Las VLP y los discos pudieron purificarse fácilmente 
usando un marcador 6xH localizado en el extremo C de la proteína recombinante y una columna de Ni2+ (Qiagen). 
La purificación de cada una de esas formas puede conseguirse fácilmente mediante ultracentrifugación (100.000 g 
durante 90 min), en que las VLP se aíslan del sedimento y los discos del sobrenadante.30

EJEMPLO V: Inmunización de ratones con VLP de PapMV que comprenden el antígeno de la gripe M2e

Se prepararon VLP de PapMV y VLP de PapMV-M2e como se describe en el Ejemplo IV.
35

Inmunización de ratones

Se inyectaron en 5 ratones Balb/C de 4 a 8 semanas de edad (Charles Rivers Laboratories) por vía subcutánea 100 
μg de VLP de PapMV, VLP de PapMV-M2e o VLP de PapMV-M2e + IgG. La IgG usada en el tercer grupo hace 
referencia a 0,5 μl de suero policlonal aislado de ratones vacunados con VLP de PapMV-M2e. La inmunización 40
primaria fue seguida por una dosis de recuerdo procurada 2 semanas más tarde. Se obtuvieron muestras de sangre 
en diferentes puntos temporales y se almacenaron a -20 ºC hasta el análisis.

Cuantificación por ELISA
45

Se recubrieron durante una noche a 4 ºC placas de 96 pocillos Costar High Binding (Corning, NY, EE.UU.) con 100 
μl/pocillo de péptido M2 (SSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD; SEQ ID NO:6) diluido a una concentración de 1 μg/ml 
en tampón NaHCO3 0,1 M a pH 9,6. Se bloquearon las placas con PBS/0,1 % de Tween-20/2 % de BSA (150 
μl/pocillo) durante 1 hora a 37 ºC. Después de lavar tres veces con PBS/0,1 % de Tween-20, se añadieron sueros a 
dilución en serie 2x empezando por 1:50 y se incubaron durante 1 hora a 37 ºC. Después de la incubación, se 50
lavaron las placas tres veces y se incubaron con 100 μl de IgG, IgG2a e IgG2b de cabra anti-ratón conjugadas con
peroxidasa (todas de Jackson Immunoresarch), IgG3 (Rockland) a una dilución de 1/10.000 en PBS/0,1 % de 
Tween- 20/2 % de BSA durante 1 hora a 37 ºC. Después de 3 lavados, se detectó la presencia de IgG con 100 μl de 
TMB-S según las instrucciones del fabricante; se detuvo la reacción añadiendo 100 μl de H2SO4 0,18 mM y se leyó 
la DO a 450 nm. Se expresan los resultados como título de anticuerpo del criterio de valoración, determinado cuando 55
el valor de DO es 3 veces el valor de fondo obtenido con una dilución 1:50 de suero de ratones de PBS.

Ensayo de crecimiento vírico, titulación y protección

Se hizo crecer virus de la gripe (A/WSN/33, subtipo H1N1), se purificó y se tituló como se describe anteriormente60
(Abed et al., 2004, Antivir. Ther. 9: 577-581). Se determinaron los títulos víricos pulmonares y títulos de 
neutralización en células de riñón canino de Mardin-Darby (MDCK) como se describe anteriormente (Abed et al., 
2004, ibíd.). Se infectaron los ratones por vía intranasal con 100 μl de virus diluido en PBS (infección letal, 3000 
UFP/ratón de virus vivo o 3DL50). Se monitorizó el desarrollo de síntomas los días 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 y 20 
después de la infección.65
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Resultados

Para examinar la capacidad de VLP o discos de PapMV-M2e de inducir una respuesta inmunitaria, se inyectaron en 
20 ratones Balb/c por vía subcutánea 100 μg de VLP o discos recombinantes. La cantidad de péptido M2e presente 
en cada dosis se estima en 8 μg. Se procuró una dosis de recuerdo el día 15 después de la inmunización primaria. 5
Se ensayaron en los sueros de ratón anticuerpos anti-M2e 23 días después de la inyección (Fig. 13). El análisis de 
la respuesta inmunitaria revela que los discos de PapMV-M2e son débilmente o nada inmunogénicos. Sin embargo, 
las VLP de PapMV-M2e eran capaces de desencadenar una respuesta humoral que alcanzaba títulos altos 
(>1/1600; 8 en la escala logarítmica (2x50) mostrada en la Fig. 13) en 11 de los 20 ratones tratados. Los ratones 
restantes (9/20) mostraban también una respuesta de anticuerpo ante PapMV-M2e, aunque los títulos eran 10
menores. Se observó una gran variación entre la respuesta de IgG total (Fig. 13).

Para mejorar la inmunogenicidad de las VLP, se opsonizaron las VLP con suero de ratones vacunados. Las 
propiedades inmunoreguladoras de los anticuerpos se han demostrado anteriormente y se mostró que desempeñan 
un papel activo en la estimulación de la respuesta inmunitaria (para revisión, véase Brady et al., 2005, Infection and 15
Immunity, 75: 671- 678). Se añadieron 0,5 μl de suero aislado de un conjunto de 5 ratones vacunados a un volumen 
de 200 μl de VLP de PapMV-M2e (que contiene 100 μg de VLP) que mostró altos títulos y se administró por vía 
subcutánea. La mejora era notable cuando se comparaba con VLP solas (Fig. 13) porque 19 de los 20 ratones 
desencadenaban la producción de altos títulos de anticuerpos.

20
Ensayo de protección ante la exposición a la gripe

Se expusieron ratones a 3 x 103 ufp (3DL50) de la cepa A/WSN/33 de H1N1 de la gripe el día 28. Se adaptó esta 
cepa para crecer en ratones y muestra una alta virulencia (Francis y Moore, 1940, J. Exp. Med. 72, 717-728). Se 
siguió el desarrollo de los síntomas diariamente. Se sacrificaron los animales una vez habían perdido más de un 25
25 % de su peso corporal. Los resultados demostraban claramente que las VLP de PapMV-M2e podían proporcionar 
protección a un 45 % (9 de 20) de los ratones frente a la infección (Fig. 14). La opsonización de las VLP de M2e de 
PapMV con suero aislado de un conjunto de ratones vacunados con VLP de PapMV-M2e (como se describe 
anteriormente) mejoraba significativamente la protección ante la exposición, de tal modo que se protegían un 80 % 
de los ratones. Los resultados sugieren que la mejora de los títulos de anticuerpo observada con VLP opsonizadas 30
(Fig. 14) se traducía en una protección mejorada ante la infección.

Se evaluaron los títulos de IgG2a e IgG2b de cada uno de los ratones vacunados con VLP de PapMV-M2e y VLP de 
PapMV-M2e + IgG. Se representaron los resultados para ver la correlación entre el nivel de esos anticuerpos 
subtipados y el nivel de protección (Fig. 15). Los resultados demostraban claramente que los ratones que muestran 35
altos títulos de IgGa e IgGb muestran también la mejor protección ante la exposición. Aunque se encontró que 
algunos animales protegidos muestran solo una de las IgG subtipadas (2 de 20), los resultados indican 
generalmente que ambos isotipos de anticuerpo IgGa y IgGb eran importantes en la protección ante infección con 
gripe. 

40
Los títulos de IgG y el nivel de protección mejoraban en animales que se vacunaron con VLP de PapMV-M2e + IgG. 
Se observó que los animales que sobrevivieron a la exposición mostraron en general síntomas más leves de 
infección cuando se vacunaban con las partículas opsonizadas. Para confirmar esta observación, se representó la 
pérdida de peso de los animales que sobrevivieron a la vacunación con VLP de PapMV-M2e (9 animales) y se 
comparó con el peso de los animales tratados con VLP opsonizadas (16 animales) (Fig. 16). La gráfica muestra 45
claramente que los ratones vacunados con las partículas opsonizadas perdieron menos peso y mostraron una mejor 
salud que los ratones vacunados con VLP solas.

EJEMPLO VI: Producción y genomanipulación de PapMVCP-E2 y PapMVCP27-215-E2
50

Este ejemplo demuestra que la multimerización de la proteína de cubierta de PapMV es esencial para la 
inmunogenicidad de VLP de PapMV.

Clonación y genomanipulación de la proteína de cubierta de PapMV
55

Se clonó el gen de CPΔN5-SM de PapMV como se describe en el Ejemplo IV. Para generar el constructo de 
PapMVCP-E2, se usaron los siguientes oligonucleótidos:
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Se reasociaron conjuntamente estos dos oligonucleótidos y se digirieron con Spel y MluI antes de ligamiento en el 
clon de CPΔN5-SM de PapMV linealizado con SpeI/MluI.

5
Se construyó el vector de expresión para la fusión de proteína de cubierta truncada-E2, PapMVCP27-215-E2, a partir 
del plásmido PapMVCP-E2 preparando en primer lugar los siguientes dos oligonucleótidos (incluyendo un sitio de 
restricción NcoI) diseñados para eliminar los 26 primeros aminoácidos de CP de PapMV. Se usaron estos 
oligonucleótidos para amplificar por PCR la proteína de cubierta truncada:
cebador de codificación:10

y
cebador inverso:

Se autoligó entonces el producto de PCR. El vector de expresión de PapMVCP27-215 se derivó del plásmido 
PapMVCP siguiendo el mismo procedimiento que para la construcción del clon PapMVCP27-215-E2. Se confirmaron 15
las secuencias de todos los clones de PapMV por secuenciación de ADN.

Expresión y purificación de PapMVCP-E2 y PapMVCP27-215-E2 

Se efectuaron la expresión y purificación de los constructos de PapMVCP como se describe en el Ejemplo IV. Se 20
sintetizó el péptido E2 por GLBiochem Shanghai LTD y se resuspendió en PBS exento de endotoxinas (Sigma). Se 
filtraron las soluciones de proteína usando filtros de 0,45 μm antes del uso. Se evaluó la cantidad de proteína 
usando un kit de proteína por BCA (Pierce). Se evaluó el nivel de LPS en la proteína purificada con la prueba de 
Limulus según las instrucciones del fabricante (Cambrex) y estaba por debajo de 0,005 unidades de endotoxina
(UE)/μg de proteína.25

PAGE-SDS, electrotransferencia y microscopia electrónica

Se efectuaron PAGE-SDS y electrotransferencia como se describe en los ejemplos anteriores. Se diluyeron las 
proteínas en PBS y se absorbieron durante 3 minutos en una rejilla de formvar recubierta de carbono. Se lavaron las 30
rejillas dos veces con agua desionizada y se tiñeron con acetato de uranilo al 0,1 % durante 10 min a temperatura 
ambiente. Se observaron entonces las rejillas en un microscopio electrónico de transmisión Jeol JEM220FS. Se 
evaluó la longitud de VLP promedio midiendo 100 VLP usando el software Adobe Photoshop.

Inmunización35

Se inyectaron 5 ratones C3H/HeJ de 4 a 8 semanas de edad (Charles Rivers Laboratories) por vía subcutánea con 
25 μg de PapMVCP-E2, PapMVCP27-215-E2 o la cantidad equivalente del péptido E2 (2 μg) o PBS exento de 
endotoxinas (Sigma). La inmunización primaria fue seguida por una dosis de recuerdo procurada 2 semanas más 
tarde. Se obtuvieron muestras de sangre en diferentes puntos temporales y se almacenaron a -20 ºC hasta el 40
análisis. Todos los protocolos experimentales se aprobaron por el comité de protección animal de la Universidad 
Laval.

Cuantificación por ELISA
45

Se recubrieron durante una noche a 4 ºC placas de 96 pocillos Costar High Binding (Corning, NY, EE.UU.) con 100-
200 μl/pocillo de P3, P3E2, PapMVCP, PapMVCP27-215 o PapMVCP-E2 diluidas a una concentración de 1 μg/ml en
tampón NaHCO3 0,1 M, pH 9,6. Se bloquearon las placas con PBS/0,1 % de Tween-20/2 % de BSA (150 μl/pocillo) 
durante 1 hora a 37 ºC. Después de lavar 3 veces con PBS/0,1 % de Tween-20, se añadieron sueros en dilución en 
serie 2x empezando por 1:50 y se incubaron durante 1 hora a 37 ºC. Después de la incubación, se lavaron las 50
placas tres veces y se incubaron con 100 μl de IgG, IgG1, IgG2a e IgG2b de cabra anti-ratón conjugadas con 
peroxidasa (todas de Jackson Immunoresarch) e IgG3 (Rockland) a una dilución de 1/10.000 en PBS/0,1 % de 
Tween- 20/2 % de BSA durante 1 hora a 37 ºC. Después de 3 lavados, se detectó la presencia de IgG con 100 μl de
TMB-S según las instrucciones del fabricante; se detuvo la reacción añadiendo 100 μl de H2SO4 0,18 mM y se leyó 
la DO a 450 nm. Los resultados se expresan como título de anticuerpo del criterio de valoración, determinado 55
cuando el valor de DO es 3 veces el valor de fondo obtenido con una dilución 1:50 de suero de ratones de PBS.

Se aplicaron las mismas condiciones para la determinación de los niveles de anticuerpo en sueros humanos, 
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excepto porque se usó IgG de cabra anti-humana conjugada con peroxidasa como anticuerpo secundario a una 
dilución de 1/80.000. Los sueros de pacientes infectados por HCV se proporcionaron por B. Willems (Hopital Saint 
Luc, CHUM): los resultados se expresan como título de anticuerpo del criterio de valoración, definido como cuando 
el valor de DO es 3 veces el valor de fondo obtenido con una dilución 1:25 de suero de un conjunto de sueros de 15 
pacientes no infectados. 5

Reestimulación de esplenocitos

Se inmunizaron ratones CD-1 (de 22 semanas de edad) con PapMVCP-E2 (25 μg) los días 0, 15, 30 y 45 antes de 
sacrificarse el día 65. Se retiraron los bazos y se suspendieron en DMEM (2 x 105 células/pocillo). Se retiraron los 10
eritrocitos con solución hipertónica de cloruro de amonio. Se lavaron los esplenocitos y se resuspendieron en 200 μl 
de medio DMEM (DMEM suplementado con FBS al 10 % [HyClone], penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 μg/ml, 
L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM y β-mercaptoetanol 50 μM) a una concentración de 2,5 x 105 células/ml 
en microplacas de fondo plano de 96 pocillos (Costar). Se incubaron las muestras durante 4 días con 25 μg/ml de
VLP de PapMVCP o PapMVCP-E2. Se usaron concavalina A (ConA- 10 μg/ml) y PBS como controles positivo y 15
negativo. Se recogieron los sobrenadantes de cultivo celular y se midieron las citocinas usando el kit Liquid mouse 
10 cytokines (Qiagen).

Bolsa de aire en ratones
20

Se crearon bolsas de aire en ratones CD-1 de 10 a 12 semanas de edad (Charles River Laboratories). Se originaron
las bolsas de aire en el dorso mediante la inyección subcutánea de 3 ml de aire estéril los días 0 y 3. El día 7, se 
inyectaron 1 ml de PapMVCP recombinante (1 a 10 μg/ml), LPS (10 μg/ml) o PBS en las bolsas de aire. 6 horas 
después del tratamiento, se sacrificaron los ratones por asfixia usando CO2. Se lavaron las bolsas de aire una vez 
con 1 ml de PBS-EDTA 5 mM, y dos veces después con 2 ml de PBS-EDTA 5 mM, y se centrifugaron los exudados 25
a 500 x g durante 5 min a temperatura ambiente. Se contaron las células con un hematocitómetro después de tinción 
con azul acético.

Extracción de células de médula ósea y diferenciación en CPA
30

Se obtuvieron células progenitoras de médula ósea de los fémures de ratones Balb/c y se cultivaron durante 6 días 
en medio de médula ósea de diferenciación en células dendríticas (95 % de RPMI con 1 % de penicilina-
estreptomicina y suplementado con 5 % de cultivo de medio sobrenadante X63-GM-CSF; la línea celular X63-
GM247 CSF se proporcionó por B. Ludewig, Departamento de investigación, Hospital cantonal de St. Gallen, Suiza). 
Se reemplazó parcialmente el medio el día 2 y 4. El día 6, se reemplazó el medio por medio acondicionado sin LX63. 35
El día 7, se verificó el enriquecimiento de las CPA por citometría de flujo usando los marcadores de superficie FITC
anti-CD11c y PE-Cy5.5 anti-CD11b (BD Biosciences). La preparación contenía un 25 % de células CD11c+Cd11b+, 
y más de un 80 % de células CD11b+. Se hace referencia a esta preparación como “CPA”.

Citometría de flujo40

Para evaluar la internalización de PapMVCP-E2 o PapMVCP27-215-E2 en CPA, se incubaron 1 millón de CPA 
derivadas de médula ósea durante 2 horas a 37 ºC con 25 μg de PapMVE2 o PapMVCP27-215-E2. Brevemente, se 
bloquearon las células con PBS, 10 % de FBS y anti-CD16/CD32 (1 μg/1 millón de células) durante 15 min a 4 ºC. 
Después de 2 lavados con PBS, se fijaron las células con PBS/2 % de paraformaldehído durante 10 min a 45
temperatura ambiente. Después de 2 lavados con tampón de permeabilización (PBS, 10 % de FBS, 0,2 % de Triton 
X-100), se incubaron las células durante 45 min a 4 ºC con anticuerpos policlonales de conejo diluidos 1/200 en 
tampón de permeabilización. Después de 2 lavados con tampón de permeabilización, se incubaron las células 
durante 45 min a 4 ºC con los anticuerpos secundarios (IgG Alexa 488 anti-conejo (Molecular Probes)) diluidos 
1/5000 en tampón de permeabilización. Después de lavar con PBS, se analizaron inmediatamente las células con un 50
citofluorómetro EPICS-XL. Se efectuó el análisis de datos usando WINMDI2.8. El Ac policlonal de conejo usado para 
detección se produjo en las instalaciones del inventor: se usó suero preinmune de conejo como control negativo.

Microscopia confocal 
55

Se hicieron crecer CPA (200.000 células/pocillo) en placas de 12 pocillos (Corning, NY, EE.UU.) que contenían
portaobjetos estériles en el fondo siguiendo el mismo protocolo de diferenciación que se describe anteriormente. 
Para estudios de internalización de antígeno, se usaron 5 μg de antígeno/200.000 células. Las etapas de fijación, 
permeabilización e incubación con anticuerpo primario y secundario fueron como se describe para citometría de 
flujo. Se analizaron inmediatamente los portaobjetos con un microscopio confocal Fluoview Fv300 con un objetivo de 60
inmersión en aceite X60. Se adquirieron las imágenes de fluorescencia secuencialmente para evitar la interferencia 
de canal no específica y por seccionamiento x-z. Se procesaron digitalmente entonces las fotos con el software 
Image J.

Análisis estadístico65
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Se usaron las pruebas de comparación múltiple de Krustal-Wallis no paramétrica y de Dunn para análisis estadístico. 
Un valor de P<0,05 se consideró estadísticamente significativo. Se efectuaron los análisis estadísticos con el 
programa PRISM 3.03.

Resultados5

Las proteínas recombinantes purificadas mostraban los pesos moleculares esperados de 23 kDa (PapMVCP27-215-
E2) y 26 kDa para PapMVCP y PapMVCP-E2 y los niveles de endotoxinas estaban siempre por debajo de 0,005 
UE/μg de proteína. Las observaciones de microscopia electrónica (ME) confirmaron que la adición del péptido E2 al 
extremo C de PapMVCP no afectaba a la capacidad de la proteína de autoensamblarse en VLP que son similares a 10
las VLP de PapMVCP recombinantes. Como se esperaba, PapMVCP27-215-E2 era incapaz de formar VLP y 
permanecía en forma monomérica como muestra anteriormente (Leclerc et al., 1998, J. Biol. Chem., 273: 29015-21). 
Las longitudes de las VLP eran variables, con un intervalo de tamaño de 201 ± 80 nm. Una proteína de 201 nm de 
longitud representa 560 copias de la CP que presentan el péptido E2 de forma repetitiva y cristalina.

15
Para probar las propiedades proinflamatorias de las VLP de PapMVCP, se usó el modelo de bolsa de aire de ratón. 
La inyección de 10 μg de VLP de PapMVCP con muy bajo contenido de LP (< 0,005 UE/μg) no consiguió inducir el 
agrupamiento de leucocitos en la bolsa de ratones CD1 6 horas después del tratamiento. En contraposición, la 
inyección de LPS a dosis de 1.000 y 1 UE era muy eficaz para inducir el agrupamiento de leucocitos (Fig. 17). Este 
resultado sugiere que las VLP de PapMVCP no son proinflamatorias después de 6 horas y que el muy bajo nivel de 20
LPS en muestras de proteína PapMVCP no ejercería ningún efecto inmunogénico notable en experimentos 
posteriores.

Se probó la capacidad de las formas monomérica (PapMVCP27-215-E2) y multimérica (PapMVCP-E2) de 
internalizarse en CPA derivadas de médula ósea enriquecidas en células dendríticas derivadas de médula ósea 25
(CDDMO). El análisis de citometría de flujo mostró que las CPA se inmunomarcan eficazmente tanto por las formas 
multimérica como monomérica (95,3 % para VLP de PapMVCP-E2 y 92,6 % para VLP de PapMVCP27-215-E2). Para 
visualizar la interacción entre las proteínas recombinante y las CPA, se observaron las CPA tratadas por microscopia 
confocal. En ambos casos, la señal de PapMVCP inmunomarcada era claramente vesicular, intracitoplasmática y 
perinuclear. Ambas proteínas recombinantes se internalizaban eficazmente por las CPA.30

Para examinar la capacidad de las VLP de PapMVCP de inducir una respuesta inmunitaria, se inyectaron en ratones 
C3H/HeJ por vía subcutánea 25 μg de VLP recombinantes (PapMVCP-E2) o 25 μg de la forma monomérica 
(PapMVCP27-215-E2). Se estima que la cantidad de péptido E2 presente en cada dosis es de 2 μg. Se procuró una 
dosis de recuerdo el día 15 después de la inmunización primaria. Se ensayaron en sueros de ratón los anticuerpos 35
anti-PapMVCP, anti-PapMVCP27-215 y anti-péptido E2. Se detectó claramente IgG anti-CP en ratones inmunizados 
con PapMVCP-E2 el día 12, mientras que se detectó solo un débil nivel de anti-CP en los sueros de ratones 
vacunados con PapMVCP27-215-E2, incluso después del recuerdo el día 15 (Fig. 18).

EJEMPLO VII: Efecto coadyuvante de PapMV40

Purificación de PapMV

Se purificó PapMV como se describe en el Ejemplo I.
45

Antígenos

Se adquirió OVA exenta de LPS de pureza VI en Sigma-Aldrich Chemical Co, St Louis, MO. Se adquirió lisozima de 
clara de huevo de gallina (HEL) en Research Organics Inc. Cleveland, OH. Se adquirió LPS de O111:B4 de E. coli
en Sigma-Aldrich, St Louis, MO.50

Inmunizaciones

Se criaron ratones BALB/c de 6-8 semanas de edad y se mantuvieron en las instalaciones animales del 
Departamento de Medicina Experimental, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autónoma de México55
(UNAM), y se cuidaron conforme a las directrices de buenas prácticas de laboratorio. Para estudiar los efectos del 
coadyuvante, se inmunizaron grupos de ratones i.p. el día 0 con 2 mg de OVA o HEL solos o con 30 mg de PapMV, 
CFA 1 :1 (v/v), o 5 mg de LPS de O111:B4 de E. coli (Sigma-Aldrich). Se inyectó a los ratones de control solo 
solución salina. Se recogieron muestras de sangre del seno retroorbital en diversos momentos, como se indica en la 
Fig. 19. Se almacenaron las muestras de suero individuales a -20 ºC hasta el análisis. Se usaron 3 ratones en cada 60
experimento.

Determinación de los títulos de anticuerpo por ELISA

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pocillos de High binding (Corning®, Nueva York, NY) con 1 mg/ml de 65
PapMV, 100 mg/ml de HEL, u OVA 150 mg/ml en tampón de carbonato-bicarbonato 0,1 M (pH 9,5). Se incubaron las 
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placas durante 1 h a 37 ºC y después durante una noche a 4 ºC. Antes de usar a la mañana siguiente, se lavaron las 
placas 3 veces con PBS (pH 7,2) que contenía un 0,05 % de Tween-20 (PBS-T) (Sigma-Aldrich). Se bloqueó la 
unión no específica con leche desnatada desecada al 5 % diluida en PBS (PBS-M) durante 1 h a 37 ºC. Después de 
lavar, se diluyó el suero de ratón 1:40 en PBS-M, y se añadieron diluciones en serie 2x a los pocillos. Se incubaron 
las placas durante 1 h a 37 ºC y se lavaron entonces 4 veces con PBS-T. Se añadieron anticuerpos de IgM, IgG, 5
IgG1, IgG2a e IgG2b de conejo anti-ratón conjugadas con peroxidasa (dilución óptima 1:1000), (Zymed, San 
Francisco, CA) o IgG3 (dilución óptima 1:3000) (Rockland, Gilbertsville, PA), y se incubaron las placas durante 1 h a 
37 ºC y se lavaron 3 veces con PBS-T. Se usó ortofenilendiamina (0,5 mg/ml; Sigma-Aldrich) en tampón citrato 0,1 
M (pH 5,6) que contenía un 30 % de peróxido de hidrógeno como sustrato enzimático. Se detuvo la reacción con 
H2SO4 2,5 N y se determinó la absorbancia a 490 nm usando un lector de placa ELISA automático (Dynex 10
Technologies MRII, Chantilly, VA, EE.UU.) con software BIOLINX 2.22. Los títulos de anticuerpo se dan como -log2

dilución x 40. Se definió un título positivo como 3 DE por encima del valor medio del control negativo.

Resultados
15

Se observa la traducción de la respuesta inmunitaria innata en respuesta de anticuerpo cuando se coadministran 
coadyuvantes con vacunas poco inmunogénicas. Los coadyuvantes son sustancias capaces de reforzar o aumentar 
la respuesta inmunitaria de anticuerpo o celular ante un antígeno. Para determinar si PapMV es capaz de actuar 
como coadyuvante para promover una respuesta de anticuerpo duradera ante otros antígenos, se inmunizaron 
ratones BALB/c con OVA o HEL solos o conjuntamente con los siguientes coadyuvantes: PapMV, CFA o LPS. Se 20
midió el título de anticuerpo específico de IgG para OVA o HEL por ELISA en los puntos temporales indicados 
(Figura 19A y B). Se observó un efecto coadyuvante de PapMV en la respuesta de IgG total ante OVA y HEL en 
animales inmunizados. Se observó un efecto coadyuvante inducido por PapMV en HEL el día 30 después de la 
inmunización, cuando el título de anticuerpo aumentó 8 veces en comparación con el título de anticuerpo inducido 
por HEL sola. Esta diferencia en el título de anticuerpo se mantuvo hasta el día 120, pero había caído para el día 25
400 (Figura 19A). Aunque el LPS inducía un efecto coadyuvante solo en los primeros 30 días después de la 
inmunización, el CFA mostró el efecto coadyuvante más fuerte del día 8 al final del experimento el día 400 después 
de la inmunización (Figura 19A). Para inmunización con OVA, se observó el efecto coadyuvante sobre los títulos de 
anticuerpo de IgG total hasta el día 120 después de la primera inmunización, después de lo cual el título de 
anticuerpo disminuyó con el tiempo y era 4 veces mayor en comparación con OVA sola el día 400 (Figura 19B). Se 30
efectuó un análisis adicional el día 20 para identificar cuáles subclases de IgG se inducían por OVA y OVA 
coinmunizada con coadyuvantes (en que PapMV no mostraba un efecto coadyuvante sobre la respuesta de IgG 
total). PapMV, LPS y CFA inducían títulos de anticuerpo de IgG2a e IgG2b específicos de OVA, mientras que OVA 
sola inducía solo títulos de anticuerpo específico de IgG1 (Figura 19C-E). No se observó efecto coadyuvante para 
IgG1 cuando se coinmunizaba OVA con cualquiera de los coadyuvantes usados.35

Estos resultados muestran que PapMV, LPS y CFA inducen un efecto coadyuvante sobre las respuestas de 
subclase de IgG ante OVA. Además, PapMV exhibe propiedades coadyuvantes que inducen un aumento duradero 
de los títulos de anticuerpo específico de antígenos modelo. Tomados en conjunto, estos datos demuestran que 
PapMV tiene propiedades coadyuvantes intrínsecas que pueden haber mediado la traducción de la respuesta innata 40
en la respuesta de anticuerpo duradera específica de antígeno observada.

EJEMPLO VIII: Preparación y genomanipulación de VLP de PapMV que comprenden péptidos de afinidad

El siguiente Ejemplo demuestra un procedimiento de selección de péptidos de afinidad y genomanipulación de la 45
proteína de cubierta de PapMV de tal modo que los péptidos de afinidad seleccionados se expresen sobre la 
superficie de la VLP formada a partir de la proteína de cubierta genomanipulada y puedan usarse para unirse a una 
macromolécula diana. Este concepto es fácilmente aplicable a la producción de VLP que expresan un péptido o 
fragmento de anticuerpo sobre su superficie, que puede usarse para unirse a un epítopo/antígeno de virus de la 
gripe y formar así un SPA. 50

Cepas bacterianas

Se usó la cepa ER2738 de E. coli, proporcionada con el kit Ph.D.-7 Phage Display Peptide Library (New England 
Biolabs, Inc.), para la amplificación de fago. Se usó la cepa DH5α de E. coli (Invitrogen) para la propagación de 55
plásmido y se usó BL21-CodonPlus® (DE3)-RJL de E. coli (Stratagene) para la producción de proteínas 
recombinantes.

Cribado de péptidos
60

Se seleccionaron péptidos específicos ante esporas en reposo de Plasmodiophora brassicae (Horti-Protection, Inc.) 
usando un kit Ph.D-7 Phage Display Peptide Library (New England Biolabs, Inc.) mediante un proceso de selección 
in vitro conocido como "selección por afinidad" según el protocolo del fabricante. Brevemente, se añadieron 2x1011

fagos a 106 esporas en reposo y se mezclaron suavemente a temperatura ambiente durante 1 hora. Se 
sedimentaron esporas y fagos unidos por centrifugación a 13.000 rpm durante 1 min. Se lavó el sedimento de 65
esporas 10 veces con 1 ml de tampón de lavado cada vez (Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM). Se eluyeron los 
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fagos con 1 ml de glicina-HCl 200 mM (pH 2,2), incubando durante 10 min a temperatura ambiente. Se amplificó 
entonces el fago eluido y se llevó a través de ciclos de unión/amplificación (selección por afinidad) adicionales para 
enriquecer el conjunto en favor de las secuencias de unión. El tampón de lavado contenía 0,1 % de Tween 20 para 
la primera ronda de selección por afinidad y aumentaba a 0,5 % para rondas posteriores. Para neutralizar el 
sobrenadante, y evitar matar los fagos, se añadieron 150 μl de Tris-HCl 1 M (pH 9,1). Se amplificaron los fagos 5
seleccionados en ER2738 de E. coli entre cada ronda de selección por afinidad. Se repitió el ciclo 3 veces para 
seleccionar péptidos con la máxima afinidad. 

Para eliminar los péptidos que podrían no ser específicos de esporas en reposo de P. brassicae, se llevaron a cabo 
dos rondas de agotamiento, sin amplificación entre las dos rondas, con una mezcla de ~107 esporas y fragmentos de 10
micelios de hongos de suelo comunes (indicado anteriormente).

Finalmente, se llevó a cabo una cuarta ronda de selección por afinidad con esporas en reposo de P. brassicae en 
presencia de tampón de lavado que contenía un 0,5 % de Tween-20. Los fagos eluidos no se amplificaron antes de 
sembrar. Se aislaron y amplificaron 27 clones, y se determinaron las secuencias de los péptidos seleccionados. 15

Producción, purificación y caracterización de CP de PapMV modificadas

Se seleccionaron cuatro péptidos de afinidad y un péptido de control negativo, se clonó la correspondiente 
secuencia de ADN en el extremo C de la proteína de cubierta de PapMV CPΔN5 (véase el Ejemplo II) y la forma 20
monomérica CPΔN26 (Lecours et al., 2006, Protein Expression and Purification 47: 273-280). Se usaron los sitios de 
restricción de Ncol y BamHl en los extremos 5' y 3', respectivamente, para introducir las secuencias de ADN 
seleccionadas en el vector pET-3D par expresión en E. coli. Se secuenciaron los clones para verificar que los 
péptidos estaban en fase con la CP de PapMV.

25
Se expresaron las CP de PapMV modificadas en BL21 RIL de E. coli como se describe anteriormente (Tremblay et 
al., 2006, FEBS J. 273: 14-25; Lecours et al., 2006, ibíd.). Se retiró el imidazol por diálisis extensiva. Se midieron las 
concentraciones de proteína usando el ensayo de Bradford después de dilución con clorhidrato de guanidinio 6 M y 
tampón fosfato 20 mM, pH 6,5.

30
Para marcaje con fluorocromo, se dializaron las proteínas purificadas para intercambiar el tampón por PBS (pH 7,4). 
Se marcaron las proteínas como se describe en el protocolo de los kits de marcaje de proteína Alexa Fluor 488 o 
Alexa Fluor 633 (Molecular Probes). Se estimó el grado de marcaje midiendo la absorbancia de la proteína a 280 nm 
y la de los fluorocromos a 474 nm para Alexa 488 o 632 nm para Alexa 633.

35
Para estimar la longitud media de las VLP producidas, se diluyeron las proteínas marcadas en TBST al 0,5 %, se 
lavaron con tampón y se tiñeron negativamente rejillas preparadas (Formvar con carbono de malla Cu 400) con una 
solución filtrada de acetato de uranilo al 2 %. Se midió cada VLP (~50) encontrada en una sola imagen de 
microscopia electrónica.

40
Unión de proteínas marcadas o anticuerpos anti-P. brassicae a P. brassicae y hongos de suelo comunes

Se analizó la unión por citometría de flujo adaptando el procedimiento usado para la selección de péptidos 
Esencialmente, se bloquearon en primer lugar 106 (a menos que se indique otra cosa) esporas durante 1 h con 50 
μg de CPΔΝ5 en TBST al 0,5 % si se ensayan CP de PapMV, o tampón de bloqueo (NaHCO3 0,1 M, BSA 5 mg/ml) 45
si se usaban anticuerpos. Se añadieron 10 μg de proteínas marcadas con Alexa o 1 μl de anti-P. brassicae de rata a 
las esporas y se dejaron unir durante 1 h a temperatura ambiente con agitación ligera. Para anticuerpos, 5 lavados 
con 1 ml de TBST al 0,5 % precedieron a una incubación de 1 hora a temperatura ambiente con 5 μl de IgG de cabra 
anti-rata PE (H+L) (Cedarlanes) en solución de bloqueo. Se lavaron finalmente todas las esporas marcadas 5 veces 
con 1 ml de TBST al 0,5 % y se resuspendieron los sedimentos de esporas en 500 μl de TBST al 0,5 % para 50
análisis. Se recogieron las lecturas de 10.000 esporas separadas usando un citómetro de flujo.

Se dispusieron esporas en reposo de P. brassicae marcadas con Alexa 633 sobre portaobjetos para observación por 
microscopia confocal; se centrifugaron 3x105 esporas en TBST al 0,5 % en portaobjetos a 2000 rpm durante 10 min. 
Se secaron los portaobjetos durante 30 min y se añadió PBS para mantener el cubreobjetos en su sitio. Se sellaron 55
los portaobjetos, se protegieron de la luz y se incubaron durante una noche a 4 ºC.

Resultados

Se usó presentación en fago para seleccionar tres péptidos ante esporas en reposo de P. brassicae y un péptido de 60
control negativo que no se une a las esporas. Las secuencias de los péptidos son como sigue:

Péptido A: DPAPRPR (SEQ ID NO:36)

Péptido B: LLNSHAV (SEQ ID NO:37)65
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Péptido C: NHAHSTP (SEQ ID NO:38)

Péptido de control negativo: KALGDNG (SEQ ID NO:39)

Se clonaron los péptidos seleccionados A, B y C en el extremo C de CP de PapMV. Se usaron dos constructos de 5
CP de PapMV como plataforma: CPΔN5 (al que se hace referencia aquí como “CP”), que se mostró anteriormente 
que se autoensambla en VLP en E. coli (Tremblay et al., 2006, ibíd.) y la forma monomérica CPΔN26 (a la que se 
hace referencia aquí como "CPm"), que no puede autoensamblarse en bacterias y permanece como una forma 
monomérica (Lecours et al., 2006, ibíd.).

10
Se generaron 9 constructos diferentes, todos con un marcador 6xHis en su extremo C para facilitar la purificación de 
las proteínas recombinantes. CP-Neg contiene una fusión del péptido de control negativo. CP-A, -B y -C
corresponden a constructos de CP fusionados con cada uno de los tres péptidos seleccionados por presentación en 
fago, respectivamente. CP-GIyA tiene una inserción adicional de 3 residuos de Gly entre el extremo C de la CP y el 
péptido A, CP-AA tiene una duplicación del péptido A en el extremo C y, finalmente, CPm-A es la forma monomérica 15
de CP fusionada con el péptido A.

Todos los constructos se expresaron en E. coli y las proteínas se purificaron por cromatografía de afinidad en una 
columna de Ni2+. Pudieron obtenerse hasta 30-40 mg de proteína purificada a partir de 500 ml de medio de cultivo 
para todos los constructos de CP. La producción de CPm era menos eficaz, pero aún procuró 5 mg/ml.20

Se monitorizó la formación de VLP por microscopia electrónica. Las proteínas recombinantes CP, CP-A, -B, -C, 
-Neg, -GIyA y -AA se autoensamblaban en VLP en E. coli. Como se predijo, los constructos CPm y CPm-A 
permanecieron en formas monoméricas y no generaron VLP. Se midió la longitud de 50 VLP para cada constructo y 
se estimó la longitud promedio para todas las VLP como 70 nm. No pudieron observarse diferencias significativas 25
entre las VLP ensambladas de los diferentes constructos. 

Se evaluó la unión específica de las diferentes VLP a esporas en reposo de P. brassicae mediante citometría de 
flujo. Se efectuó el marcaje de las diferentes proteínas recombinantes en las mismas condiciones para asegurar la
uniformidad del marcaje y para permitir la comparación directa entre las diferentes VLP. Los resultados mostraron 30
que las VLP de CP marcadas solas se unían no específicamente a las esporas en reposo, pero solo ligeramente 
más eficazmente que las VLP de CP-Neg (la Fig. 20A compara el desplazamiento de la curva a la derecha en 
comparación con la autofluorescencia natural de las esporas). Sin embargo, las VLP de CP-B y -C mostraban ambas 
una avidez mejorada por las esporas en reposo, mientras que se observó el desplazamiento más significativo de la 
curva con CP-A, que exhibía una alta avidez por esporas en reposo (Fig. 20B).35

Se visualizó también la unión de CP y CP-A a esporas en reposo mediante microscopia confocal. Debido a la 
fluorescencia innata de las esporas a la longitud de onda usada para los ensayos de citometría, se marcó CP-A con 
un tinte diferente que puede excitarse en el rojo lejano (Alexa 633) disminuyendo el fondo en este experimento; las 
esporas en reposo no mostraron fondo en el rojo lejano. Se observó solo una ligera fluorescencia después de la 40
incubación con VLP de CP, mientras que las esporas estaban claramente decoradas con VLP de CP-A marcadas. 
Este experimento confirmó que la CP-A se une a la superficie de las esporas en reposo con eficacia mejorada en 
comparación con CP. Además, este resultado muestra que la diana específica de VLP de CP-A está localizada en la 
superficie completa de las esporas en reposo.

45
Se comparó la especificidad por esporas en reposo de P. brassicae de anticuerpos policlonales producidos en ratas 
con la de VLP de CP-péptido. Se ensayaron las esporas en reposo de 7 hongos diferentes (Acremonium sp., 
Alternaria alternata, Cladosporium sp., Fusarium solani, Plasmodiophora brassicae, Trichoderma sp., Trichotecium 
roseum, Verticilium dahliae). El anticuerpo policlonal originado ante las esporas fúngicas exhibía una fuerte unión a 
esporas en reposo de P. brassicae, sin embargo mostraba también unión no específica a todas las esporas 50
ensayadas, probablemente debido al reconocimiento de rasgos comunes en todas las esporas ensayadas. En 
contraposición, las VLP de CP-A eran muy específicas de las esporas en reposo de P. brassicae frente a todas las 
esporas ensayadas. Las VLP de CP-B y CP-C eran también muy específicas, pero se unían con menos avidez que 
las VLP de CP-A.

55
Para probar si CP-A puede detectar esporas en reposo de P. brassicae en una mezcla de esporas heterólogas, se 
efectuó un análisis de citometría de flujo con 106 esporas en reposo de P. brassicae mezcladas con 6x106 esporas 
de otros de suelo (Acremonium sp., Alternaria alternata, Cladosporium sp., Fusarium solani, Plasmodiophora 
brassicae, Trichoderma sp., Trichotecium roseum, Verticilium dahliae). Cuando se usó CP-A fluorescente para la 
detección de P. brassicae, solo se observó un pico en el análisis, indicando una detección muy específica de las 60
esporas en reposo de P. brassicae en la mezcla de esporas heterólogas.

La multimerización de péptidos en VLP es necesaria para una avidez mejorada

El análisis de citometría de flujo usando CPm-A marcada y control de CPm (ambas basadas en la forma 65
monomérica de CP de PapMV) mostró que la forma monomérica no puede unirse eficazmente a esporas en reposo 
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de P. brassicae. Como se esperaba, la multimerización del péptido en la superficie de las VLP ensambladas por el 
constructo de CP es importante para mejorar la avidez del péptido (Fig. 20). Por tanto, como se predecía, una forma 
monomérica no exhibía unión a la diana.

Mejora de la avidez de CP-A5

Para mejorar la libertad de movimientos del péptido de afinidad A en la superficie de VLP de CP-A, y para disminuir 
cualquier impedimento estérico causado por el extremo C de CP de PapMV, se añadió un tramo de 3 residuos de 
Gly entre el extremo C de CP y el péptido de afinidad A (CP-GIyA). Además, se duplicó el péptido A en el extremo C 
de CP-A generando CP-AA. Se produjeron ambas proteínas, se purificaron y se usaron en el ensayo de unión por 10
citometría de flujo como se describe anteriormente. Se compararon las señales con las de CP-A. Tanto CP-GIyA 
como CP-AA mostraron una mejora de la avidez por esporas en reposo (Fig. 21A-B). La duplicación del péptido A 
generó VLP con la máxima avidez (Fig. 21B).

EJEMPLO IX: Producción y genomanipulación de proteínas de cubierta de PapMV fusionadas con el 15
antígeno de la gripe Me2 de H1N1

Expresión y purificación de PapMVCP y PapMVCP-M2e 

Se generó el constructo PapMVCP-M2e como se describe en el Ejemplo IV. Se efectuaron la expresión y 20
purificación de la proteína como se describe en el Ejemplo IV, excepto por el aislamiento de las VLP. Se aislaron las 
VLP mediante uno de dos procedimientos.

1. Ultracentrifugación: Se aislaron VLP después de una etapa de ultracentrifugación usando una fase de sacarosa 
altamente concentrada en el fondo del tubo. Se resuspendió el sedimento entonces en PBS estéril. Se dializaron 25
sedimento y sobrenadante (que contiene una mezcla de discos y formas de proteína menos organizadas) como se 
describe en el Ejemplo IV.

2. Aislamiento por Macrosep®: Se concentró el tampón de elución que contiene una mezcla de proteínas de 
PapMVCP-M2e (VLP, discos y formas menos organizadas) con la ayuda del dispositivo centrífugo Macrosep® con 30
un corte de 1000 kDa (Pall Corporation, NY).

Se comprobó sistemáticamente en cada lote de proteínas producidas la pureza por PAGE-SDS. Se verificó la 
proporción exacta de cada forma de PapMV (VLP, discos, formas dimérica, monomérica y degradada) pasando la 
solución de proteína a través de una columna de filtración en gel Superdex 200 como se describe anteriormente 35
(Tremblay et al., 2006, Febs J. 273: 14-25; Lecours et al., 2006, Protein Expression and Purification, 47: 273-280). 
La columna distingue la proteínas de alto peso molecular (HMWP > 650 kDa) de las proteínas de bajo peso 
molecular (LMWP), que incluyen discos (400-600 kDa) así como formas menos organizadas (formas dimérica, 
monomérica y degradada). Las composiciones designadas como PapMVCP y PapMVCP-M2e (preparadas por 
ultracentrifugación) comprendían un 80 y 90 % de HMWP, respectivamente. En contraposición, la composición de 40
PapMVCP-M2em no ultracentrifugada, concentrada usando solo el dispositivo centrífugo Macrosep®, estaba 
compuesta por 45 % de HMWP, 23 % de discos y 21 % de formas dimérica y monomérica. Se efectuó la 
transferencia Western (Fig. 22A) como se describe en el Ejemplo II, usando anticuerpos policlonales anti-PapMVCP. 
Una vez purificadas, se evaluaron las concentraciones de proteína con un kit de proteína por BCA (Pierce 
Biotechnology, Rockford, IL).45

Microscopia electrónica 

Se diluyeron las proteínas con PBS y se absorbieron durante 3 min en rejillas de formvar recubiertas con carbono. 
Se lavaron las rejillas con agua desionizada, se tiñeron con acetato de uranilo al 0,1 % durante 10 min a temperatura 50
ambiente y se observaron entonces en un microscopio electrónico de transmisión JEOL JEM220FS. Se determinó la 
longitud media de VLP como se describe en los Ejemplos anteriores. 

Resultados
55

En este ejemplo, se fusionó la secuencia del péptido M2e de la cepa H1N1 A/WSN/33 del virus de la gripe con el 
extremo C de PapMVCP como se muestra en la Fig. 12A. La purificación de PapMVCP y PapMVCP-M2e incluía una 
etapa de ultracentrifugación para sedimentar las VLP y retener las formas de menor peso molecular (principalmente 
discos, dímeros y monómeros) restantes en el sobrenadante. Los perfiles de PAGE-SDS de PapMVCP y PapMVCP-
M2e apuntan a una alta pureza de las proteínas recombinantes, mientras que revelan también formas de proteína 60
degradadas en el sobrenadante (Fig. 22A). Como ya se ha indicado (Tremblay et al., 2006, ibíd.; Lecours et al., 
2006, ibíd.), el tamaño de las proteínas PapMVCP como se evalúa por PAGE-SDS (entre 25 y 33 kDa) es mayor que 
el tamaño esperado por la predicción informática (23,1 kDa para PapMVCP y 26,4 kDa para PapMVCP-M2e). La 
transferencia Western (Fig. 22B) usando un anticuerpo policlonal anti-PapMVCP confirmó la presencia de proteínas 
PapMVCP degradadas en la preparación. Esto sugiere firmemente que una porción significativa de la mezcla de 65
proteína heterogénea no exhibe el epítopo M2e completo, incluso si la mayor parte de las proteínas de bajo peso 

E07845539
15-02-2016ES 2 562 774 T3

 



43

molecular (LMWP) está compuesta por discos no degradados (aproximadamente un 60 % determinado por FPLC).

Como se esperaba, la FPLC indicó una alta proporción (90 %) de proteínas de alto peso molecular (HMWP con un 
PM > 650 kDa) en el sedimento. Como se ha demostrado anteriormente, la PapMVCP expresada en E. coli puede 
autoensamblarse eficazmente en VLP, ya que se ven numerosas varillas por microscopia electrónica (Fig. 22B, 5
panel izquierdo). De forma importante, la fusión del epítopo M2e en el extremo C de PapMVCP no perjudicaba la 
capacidad de la fusión de PapMVCP de autoensamblarse en VLP, ya que se observaron muchas varillas en el 
sedimento después de la ultracentrifugación (Fig. 22B, panel derecho). No fueron detectables varillas, sino solo 
discos, en el sobrenadante (Fig. 22B, panel central). Las VLP de PapMVCP-M2e tienen una longitud media de 101 
nm (± 5,6), similar a la de VLP de PapMV (Tremblay et al., 2006, ibíd.).10

Para facilitar la purificación de VLP de PapMVCP-M2e, se probó otro procedimiento para enriquecer las VLP que 
contienen extracto de proteína en que se usó un dispositivo centrífugo Macrosep® con un corte de 1000 kDa para 
separar HMWP (las VLP) de LMWP (discos y formas menos organizadas de proteína) en lugar de sedimentar las 
VLP por ultracentrifugación. Este procedimiento era menos eficaz para enriquecer la cantidad de HMWP de 15
PapMVCP-M2e en las proteínas purificadas, observándose un 45 % de contenido de HMWP en lugar de un 80 % 
con ultracentrifugación. Se verificó la presencia de VLP en el extracto de HMWP purificado por Macrosep® por 
microscopia electrónica, y las VLP aisladas parecían de media más cortas (78,8 nm ± 3,9) que las VLP aisladas por 
ultracentrifugación (p< 0,01). Esta observación sugiere que este nuevo procedimiento selecciona un intervalo de 
tamaño más amplio de las VLP que la centrifugación.20

EJEMPLO X: Unión específica de IgG ante VLP de PapMV que comprende el antígeno de la gripe M2e por 
células infectadas por gripe

Inmunización de ratones25

Se inyectaron 10 ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad (Charles River, Wilmington, MA) por vía subcutánea 
con: i) 100 μg de PapMVCP; ii) 100 μg de PapMVCP y 10 μg de péptido M2e (Fig. 2 solo); iii) 100 μg de PapMVCP-
M2e (VLP o discos), o iv) PBS exento de endotoxinas (Sigma, St-Louis, MO). La inmunización primaria fue seguida 
por una dosis de recuerdo de las mismas cantidades procuradas 2 semanas más tarde. Se obtuvieron muestras de 30
sangre a los 8 días después de la dosis de recuerdo y se almacenaron a -20 ºC hasta el análisis. 

Cuantificación por ELISA 

Se sintetizó el péptido M2e (SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD [SEQ ID NO:6]) por GLBiochem Shanghai LTD 35
(Shanghái, China) y se resuspendió en PBS exento de endotoxinas (Sigma, St-Louis, MO). Se recubrieron durante 
una noche a 4 ºC placas de 96 pocillos de Costar High Binding (eBioscience, San Diego, CA) con 100 μl/pocillo del 
péptido M2e diluido a una concentración de 1 μg/ml en tampón NaHCO3 0,1 M, pH 9,6. Se bloquearon las placas 
con PBS/0,1 % Tween-20/2 % de BSA (150 μl/pocillo) durante 1 h a 37 ºC. Después de lavar 3 veces con PBS/0,1 % 
de Tween-20, se añadieron sueros a diluciones en serie 2x empezando por 1:50 y se incubaron durante 90 min a 40
37 ºC. Se lavaron entonces las placas 4 veces y se incubaron con 100 μl de IgG, IgG1, IgG2a e IgG2b de cabra anti-
ratón conjugadas con peroxidasa (todas de Jackson Immunoresearch, Baltimore, PA), IgG3 (Rockland, Gilbertsville, 
PA), IgGA (Serotec, Raleigh, NC) a una dilución de 1/10.000 (para todos los isotipos excepto IgA) o 1/2.000 (para
IgA) en PBS/0,1 % de Tween- 20/2 % de BSA durante 1 h a 37 ºC. Después de 4 lavados, se detectó la presencia 
de IgG con 100 μl de TMB-S según las instrucciones del fabricante. Se detuvo la reacción añadiendo 100 μl de45
H2SO4 0,18 M. Se leyó la DO a 450 nm. Se expresan los resultados como título de anticuerpo del criterio de 
valoración, determinado cuando el valor de DO es 3 veces mayor que el valor de fondo obtenido con una dilución 
1:50 de suero de ratones inyectados con PBS.

Prueba de la capacidad de unión de suero anti-M2 en células MDCK50

Se incubaron células MDCK [1,5 x 106 células/pocillo en un cubreobjetos de vidrio con cámara Labtek II (Nunc 
International); 4 x 104 células/pocillo en una placa de fondo plano de 96 pocillos] durante 24 h a 37 ºC con 5 % de 
CO2 para obtener una monocapa celular confluente. Se retiraron los medios y se infectaron las células con 1 
multiplicidad de infección (1 MOI) de virus de la gripe A/WSN/33 (H1N1) diluido en GVF MEM-HEPES-albúmina55
(0,5 %). Después de 20 h de incubación, se retiró el medio y se añadió a cada pocillo una dilución 1:40 (en PBS) de 
un conjunto de suero de ratones inyectados con PBS, PapMVCP o PapMVCP-M2e. 

Se incubaron las placas durante 1 h a 4 ºC y se aclararon entonces 2x con PBS. A continuación, se añadió 
anticuerpo secundario IgG-Alexa 488 anti-ratón marcado (dilución 1:100 en PBS) a cada pocillo para la visualización60
fluorescente de anti-M2 en células infectadas por virus. Como alternativa, se añadió IgG de cabra anti-ratón 
conjugada con peroxidasa (diluida 1:500 en PBS). Se incubaron entonces las placas durante 1 h a 4 ºC. Después de 
la incubación, se aclararon los pocillos 4x con PBS. Se observó inmediatamente tinción fluorescente de Alexa 488
con un microscopio NIKON Eclipse TE300 con un filtro de FITC (488 nm). Se analizaron las imágenes usando Image 
J 1.37v. Para las placas de fondo plano de 96 pocillos, el protocolo seguido es como se describe anteriormente para 65
ELISA. Todos estos experimentos incluyen los mismos tratamientos con células no infectadas para asegurar la 
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especificidad de unión.

Cepa de la gripe A

La cepa de la gripe A usada fue la cepa A/WSN/33 (H1N1) de la gripe, que derivaba de un aislamiento clínico 5
adaptado a pulmón de ratón, A/WS/33, obtenido por pasada en serie en ratones neonatos y después cerebros de 
ratones adultos (Stuart-Harris, 1939, Lancet 1: 497-499). Se evaluó anteriormente que la DL50 de esta cepa era de 
aproximadamente 103 unidades formadoras de placa (ufp) (Abed et al., 2006, Antivir. Ther. 11: 971-976). En este 
Ejemplo, una dosis baja de infección de gripe corresponde a 1 DL50 y una dosis media de infección corresponde a 4 
DL50.10

Experimentos de exposición vírica

Se infectaron por vía intranasal ratones con 35 μl que contenían 1x103 (1 DL50) de la cepa A/WSN/33 del virus de la 
gripe. Se monitorizaron en los ratones diariamente los signos clínicos (pérdida de peso, temperatura rectal, 15
comportamiento anormal y pelaje encrespado). Las muertes se registraron durante un periodo de 16 días.

Análisis estadístico

Las pruebas de Student, Tukey y Dunn comparaban las diferencias (títulos de anticuerpo, temperatura, peso, títulos 20
víricos en pulmones) entre grupos de ratones. Se analizaron las diferencias entre las curvas de supervivencia por 
análisis de supervivencia de Kaplan-Meier. Se consideraron estadísticamente significativos valores de p< 0,05 (*), p<
0,01 (**), p< 0,0001 (***). Se efectuaron los análisis estadísticos con PRISM 3.03. 

Resultados25

Para evaluar si la fusión genética de M2e con PapMVCP facilita la inducción de una respuesta inmunitaria ante este 
péptido, se inmunizaron ratones BALB/c dos veces a intervalos de 2 semanas con 100 μg de PapMVCP-M2e, VLP 
de PapMVCP (sin un epítopo fusionado) o VLP de PapMVCP + péptido M2e sintético no fusionado. Se muestran los 
resultados en la Fig. 23A e indican que solo las VLP de PapMV-M2e pueden desencadenar una respuesta humoral 30
ante M2e e inducir el cambio de clase a IgG2a, lo que demuestra que la fusión genética del péptido M2e con las VLP 
vuelve inmunogénico el péptido. Se realizaron ELISA y microscopia confocal para determinar si los anticuerpos 
inducidos por vacunación con VLP de PapMVCP-M2e pueden reconocer la proteína M2 exhibida por células 
infectadas por la gripe. Los resultados obtenidos tanto por ELISA (Fig. 23B) como por microscopia confocal 
confirmaron que estos anticuerpos anti-M2e reconocen el M2e fisiológico. Además, los casos de control de suero (de 35
ratones inyectados con PBS o VLP de PapMVCP) no se unieron eficazmente a células infectadas ni no infectadas 
(Fig. 23B).

Se probó la inmunogenicidad comparativa de ambas formas (VLP y discos) de proteína PapMVCP-M2e expresada 
en E. coli. Se midió la respuesta de anticuerpo anti-M2e en ratones inyectados con cualquiera de las dos formas 40
después del recuerdo y antes de la exposición a la cepa H1N1 (A/WSN/33) de la gripe. Se muestran los resultados 
en la Fig. 24 y demuestran que, en primer lugar, las VLP de PapMVCP-M2e son capaces de desencadenar una 
respuesta de IgG anti-M2e que es mayor (p< 0,01) que la respuesta inmunitaria desencadenada por los discos (Fig. 
24A) y, en segundo lugar, las VLP inducían un cambio de clase a IgG2a mientras que los discos no (Fig. 24A). Sin 
embargo, aunque las VLP de PapMVCP-M2e desencadenan definitivamente una respuesta anti-M2e, no se 45
observaron beneficios visibles después de una exposición a la gripe para esta dosificación de VLP, como se 
evidencia por la falta de diferencia significativa en el peso corporal (Fig. 24B) y en los índices de supervivencia entre 
los grupos.

EJEMPLO XI: Inmunización de ratones con VLP o discos de PapMV que comprenden el antígeno de la gripe 50
M2e: efecto del régimen de dosificación, coadyuvantes y opsonización

Inmunización de ratones

Se inyectaron por vía subcutánea 10 ratones BALC/c de 6 a 8 semanas de edad (Charles River) con PBS exento de 55
endotoxinas (Sigma) o 100 μg de PapMVCP o 100 μg de una forma diferente de PapMVCP-M2e (sola, opsonizada o 
coadyuvada) en un volumen de inyección final de 100 μl por ratón. La inmunización primaria fue seguida por dos 
dosis de recuerdo de las mismas cantidades procuradas a intervalos de 2 semanas después de la dosis inicial.

Para la opsonización de PapMVCP-M2e, se incubaron anticuerpos monoclonales de IgG2a (producidos en las 60
instalaciones del inventor) dirigidos hacia PapMVCP o anticuerpos policlonales (de ratones inyectados 2 veces con 
VLP de PapMVCP-M2e) con PapMVCP-M2e a 37 ºC durante 45 min, respetando una relación 1:10 vol/vol de 
suero:PapMVCP-M2e. Se diluyó entonces la preparación en PBS exento de endotoxinas (Sigma, St-Louis, MO) 
antes de la inyección. Como vacunas de control negativo sirvieron preparaciones que contenían la misma cantidad 
de anticuerpos sin proteína PapMVCP- M2e.65
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Para coadyuvar, se mezclaron 100 μg de PapMVCP-M2e con Imject Alum (Pierce, Rockford, IL) siguiendo las 
instrucciones del fabricante o con 100 μg de PapMVCP.

Para experimentos que utilizan PapMVCP-M2em (no ultracentrifugada), la dosis inyectada correspondía a 80 μg de
HMWP encontradas en los 100 μg de proteína usados con la PamMV-M2e ultracentrifugada. Puesto que la proteína 5
PapMV-M2em contiene un 45 % de HMWP, se inyectaron 200 μg de mezcla de proteína total, que corresponde 
aproximadamente a 80 μg de HMWP.

Para experimentos que utilizan PapMVCP-M2em (no ultracentrifugada), la dosis inyectada era de 200 μg de mezcla 
de proteína total, que correspondía aproximadamente a 80 μg de HMWP (ya que la PapMV-M2em contiene 10
aproximadamente un 45 % de HMWP). Esta cantidad correspondía a los 80 μg de HMWP encontrados en los 100 μg
de PapMV-M2e ultracentrifugada. Como los ratones vacunados con control (PBS, PapMVCP) y PapMVCP-M2e son 
comunes a los experimentos representados en las Fig. 25, 26, 27 y 28, los datos referentes a estos grupos son los 
mismos en estas 4 figuras. Todos los protocolos experimentales se aprobaron por el Comité de protección animal de 
la Universidad Laval.15

Cuantificación por ELISA

Se realizó la ELISA como se describe en el Ejemplo X.
20

Experimentos de exposición vírica

Se infectaron por vía intranasal ratones con la cepa A/WSN/33 del virus de la gripe como se describe en el Ejemplo 
X, excepto porque se usaron 4x103 ufp (4 DL50) para la exposición. Se monitorizaron en los ratones diariamente los 
signos clínicos (pérdida de peso corporal, temperatura rectal, comportamiento anormal y pelaje encrespado). Se 25
registraron las muertes durante un periodo de 16 días. Para la determinación de los niveles de anticuerpo anti-M2 
pulmonar y el título pulmonar vírico en el mismo punto temporal, se sacrificaron grupos de 5 ratones por condición 7 
días después de la inoculación. Se efectuó el lavado broncoalveolar (LBA) con 3 x 1 ml de PBS estéril. Se extirparon 
asépticamente los pulmones y se almacenaron a -80 ºC en 1 ml de PBS estéril. Más tarde, se homogeneizaron los 
pulmones y se centrifugaron a 2500 rpm/4 ºC durante 10 min y se titularon los sobrenadantes en células MDBK 30
usando un ensayo de placa estándar como se describe anteriormente (Abed et al., 2005, Antimicrob. Agents 
Chemother. 49: 556-559).

Análisis estadístico
35

Se efectuó el análisis estadístico como se describe en el Ejemplo X.

Resultados 

Para aumentar la respuesta de IgG2a anti-M2e desencadenada por el constructo de PapMVCP-M2e, se pusieron en 40
marcha 3 estrategias diferentes: (1) aumentar el número de inyecciones de recuerdo a 2, (2) añadir un coadyuvante 
(alúmina o VLP de PapMVCP) a la preparación y (3) opsonizar con anticuerpos anti-PapMVCP o anti-PapMVCP-
M2e.

Se isotiparon los anticuerpos anti-M2 generados en respuesta al régimen de dosificación que incluía dos inyecciones 45
de recuerdo, y en dos grupos de animales en respuesta a preparaciones que comprendían alúmina o VLP de 
PapMV como coadyuvante, para valorar si había alguna diferencia en los perfiles de isotipo entre las diferentes 
formulaciones (Fig. 25A). Se mostró que las VLP de PapMVCP-M2e desencadenan una respuesta de anticuerpo 
Th1/Th2 equilibrada ante el epítopo fusionado, como se demuestra anteriormente con un epítopo diferente (véase el 
Ejemplo VI). Además, el segundo recuerdo aumentaba notablemente los niveles de IgG2a anti-M2e en comparación 50
con el experimento de sensibilización-recuerdo único descrito en el Ejemplo X. Se observó que los coadyuvantes 
mejoran la respuesta humoral muy diferentemente. La alúmina impulsó la respuesta humoral Th2 esperada y 
aumentó ligeramente la inducción de IgG1 anti-M2, mientras que las VLP de PapMVCP aumentaron, por un factor 
de 4, el nivel de IgG2a anti-M2 en comparación con los grupos vacunados con PapMVCP-M2e sola. Cuando se 
infectaron con 4 veces la dosis letal50 (4 DL50) de virus de la gripe, los ratones vacunados con preparaciones que 55
comprendían un coadyuvante mostraron todos síntomas reducidos de morbilidad, con una mejor regulación de la 
temperatura corporal (Fig. 25B) y un peso corporal total más estable (Fig. 25C). Estos resultados eran más 
pronunciados para ratones vacunados con VLP de PapMVCP-M2e coadyuvadas, mostrando las preparaciones que 
comprenden CP de PapMV como coadyuvante una mejora ligeramente mayor que las preparaciones que 
comprenden alúmina. Es digno de mención que, en estos experimentos, la alúmina inducía granulomas en el sitio de 60
inyección en los ratones. En contraposición, coadyuvar con VLP de PapMVCP no generaba ningún efecto tóxico 
local obvio.

Durante el transcurso de la infección, se analizó el índice de supervivencia para la mitad (5/10) de los ratones de 
cada grupo. Se sacrificaron los ratones restantes (5/10) para determinar la carga vírica en los pulmones y la 65
respuesta anti-M2e en los lavados broncoalveolares. El uso de cualquier coadyuvante aumentaba el índice de 
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supervivencia (4/5 con alúmina y 5/5 con VLP de PapMVCP frente a 2/5 sin coadyuvante, véase la Fig. 25D). Se 
confirmaron estos resultados por la carga vírica medida en los pulmones, mostrando los ratones vacunados con VLP 
coadyuvadas títulos víricos pulmonares reducidos respecto a los vacunados con VLP no coadyuvadas, en 
comparación con los controles (Fig. 25E). Se detectaron anticuerpos anti-M2e en los lavados broncoalveolares de 
todos los ratones vacunados con PapMV-M2, con niveles aumentados de IgG2a anti-M2e inducidos por VLP de 5
PapMVCP-M2e coadyuvada con VLP de PapMVCP (Fig. 25F).

Globalmente, los resultados anteriores muestran que la plataforma PapMV puede desencadenar una respuesta 
protectora humoral ante la gripe, y que tanto una dosis aumentada de VLP de PapMVCP-M2e como el uso de 
coadyuvantes puede mejorar la protección ante la exposición a la gripe. A este respecto, merece la pena indicar que 10
dos inyecciones de PapMVCP fusionada con el epítopo E2 de HCV (véase el Ejemplo VI) eran suficientes para 
desencadenar un nivel de anticuerpo de IgG2a anti-E2 (1/3.200) significativo. Esto sugiere que la naturaleza del 
epítopo fusionado influye en cierta medida en la inmunogenicidad global dirigida al epítopo fusionado y que la fusión 
de un antígeno de la gripe diferente con la proteína de cubierta de PapMV puede requerir por tanto un menor 
número de dosis para desencadenar una respuesta suficientemente protectora. 15

En un experimento adicional, se usaron anticuerpos monoclonales de IgG2a anti-PapMVCP (AcM) o anticuerpos 
policlonales de ratón anti-PapMVCP-M2e (AcP) para formar complejos inmunitarios (CI) in vitro. Los CI se 
denominaron CI [AcM/PapMVCP-M2e] y CI [AcP/PapMVCP-M2e], respectivamente. Los ratones inmunizados con CI 
no mostraban niveles significativamente aumentados de anticuerpos anti-M2e, en comparación con ratones 20
inmunizados con VLP de PapMV-M2, para todos los isotipos considerados (Fig. 26A). Durante el transcurso de la 
infección por gripe, los ratones inmunizados con CI mostraban síntomas de morbilidad similares (temperatura, nivel 
de pérdida de peso corporal) a los ratones vacunados con VLP de PapMVCP-M2e solas (Fig. 26B y C), y solo 
ligeras mejoras en comparación con los grupos de control de ratones inyectados con: PBS, VLP de PapMVCP, 
anticuerpos monoclonales anti-PapMVCP o policlonales anti-PapMVCP-M2e. Se confirmaron estas tendencias 25
totalmente por los índices de supervivencia (Fig. 26D) y la carga vírica pulmonar (Fig. 26E), que demostraron ambos 
la ausencia de beneficio para las VLP de PapMVCP-M2e opsonizadas. Además, los niveles de anticuerpo de IgG2a 
(anti-M2) detectados en los lavados broncoalveolares eran ligeramente mayores en ratones inmunizados con CI
[AcM/PapMVCP-M2e] en comparación con otros grupos vacunados con PapMVCP-M2e (Fig. 26F).

30
Se efectuó un experimento adicional para determinar la eficacia de la preparación de VLP de PapMV-M2e 
purificadas por un dispositivo Macrosep® (PapMVCP-M2em), que contenían un 45 % de macropartículas ≥ 600 kDa 
junto con un 55 % de discos (véase el Ejemplo IX). En la determinación de la cantidad de PapMVCP-M2em para 
usar para inmunización, se consideró solo la cantidad de HMWP en la preparación. Como se mostró que 100 μg de 
proteínas PaρMVCP-M2e ultracentrifugadas contenían 80 μg de HMWP determinado por filtración en gel, se 35
inyectaron a los ratones 200 μg de PapMVCP-M2em, que correspondían a un contenido de 80 μg de HMWP. Para 
probar la inmunogenicidad de esta preparación, se inyectaron en 10 ratones 3 veces: PBS, 100 μg de VLP de 
PapMVCP o 200 μg de PapMVCP-M2em y se infectaron entonces con una dosis baja de la gripe (1 DL50). Se redujo 
drásticamente el nivel de anticuerpos de IgG2a anti-M2e en los ratones inmunizados con PapMVCP-M2em (p<
0,0001) (<1/200 de IgG2a, Fig. 27A) en comparación con los niveles de anticuerpos de IgG2a generados después 40
de 3 inyecciones de VLP de PapMVCP-M2e ultracentrifugadas (1/8000 de IgG2a, Fig. 27A). Los ratones vacunados 
con PapMVCP-M2em mostraban también síntomas de morbilidad empeorados en comparación con los grupos de 
control (Fig. 27B y C) y tenían un aumento insignificante (p= 0,19) de la supervivencia (Fig. 27D).

Se probó el efecto de los coadyuvantes y la opsonización de PapMVCP-M2em. Para todos los isotipos de IgG,45
aumentaron los títulos de anticuerpo anti-M2e de 30 veces para IgG1 a 80 veces para IgG2a (Fig. 28A), con un perfil 
de anticuerpo Th2 (IgG1) al usar alúmina como coadyuvante y un perfil de anticuerpo Th1 (IgG1a e IgG2b) al usar
VLP de PapMVCP como coadyuvante. Coadyuvar la mezcla de PapMVCP-M2em con alúmina o VLP de PapMVCP
mejoraba drásticamente también el control de la temperatura corporal interna (Fig. 28B), el peso corporal (Fig. 28C) 
y el índice de supervivencia (p< 0,0001) de 1/10 a 8/10 y 9/10 respectivamente (Fig. 28D) después de una 50
exposición a la gripe de dosis media.

La opsonización de la mezcla de PapMVCP-M2em con AcM o AcP mejoraba la inmunogenicidad de la vacuna (Fig. 
29A) pero con una magnitud menos elevada que los coadyuvantes. Los niveles de anticuerpos de IgG1 e IgG2a anti-
M2 aumentaba 20 veces para IgG1 hasta 50 veces para IgG2a. La opsonización con AcM o AcP aumentaba 55
significativamente el control de la temperatura corporal interna (Fig. 29B), el peso corporal (Fig. 29C) y los índices de 
supervivencia (p< 0,001, de 1/10 a 6/10 y 7/10 respectivamente, Fig. 29D) después de una exposición a la gripe de 
dosis media. Estos resultados sugieren que la opsonización puede ser una buena opción para SPA débilmente 
inmunogénicos.

60
EJEMPLO XII: Valoración de la inmunogenicidad de VLP de PapMV que comprenden el antígeno de la gripe 
M2e en hurones

VLP de PapMV 
65

Se usó para todos los experimentos el constructo PapMVCP-M2e descrito en el Ejemplo IX.
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Hurones y programa de inmunización

Se usaron para todos los experimentos hurones macho de 16 semanas de edad o más. Los animales estaban 
vacunados contra la rabia y exentos de anticuerpos detectables por ELISA contra moquillo canino y gripe A de 5
subtipos H1N1 y H2N3. El día de la primera inmunización, se recogió una muestra de suero, que sirvió como 
preextracción. Se efectuaron dos experimentos consecutivos. Para el primer experimento, se inyectaron en 4 
animales por vía subcutánea 25 μg de VLP de PapMV-M2e. Se efectuaron una segunda y tercera inyecciones a la 
misma concentración a intervalos de 3 semanas. Se expusieron tres semanas después del último recuerdo los 
animales vacunados, así como dos hurones de control no vacunados, a la inoculación intranasal de 105 dosis 10
infecciosas de cultivo de tejido de la vacuna reagrupada PR8, que porta las proteínas hemaglutinina y 
neuraminidasa de la cepa H1N1 Nueva Caledonia/99 del virus de la gripe. Después de la inyección, se determinó la 
temperatura corporal diariamente durante 7 días y se midió el peso corporal los días 2, 4 y 6 o 7. Se recogieron 
muestras séricas los días 3 y 7 y se determinaron los títulos de anticuerpo por ELISA usando células infectadas o el 
péptido Me2 como antígeno.15

El diseño de estudio global del segundo experimento fue similar al primero con las siguientes excepciones: se 
aumentó la dosis de PapMV-M2e 10 veces para el último recuerdo (concretamente, 250 μg), se usó la cepa H1N1 
USSR/77 de la gripe como virus de exposición, se efectuó la ELISA de PapMV usando dilución limitada, en lugar de 
DO a una dilución de 1:50, y se midieron los títulos de lavado nasal los mismos días que los parámetros clínicos. 20

Resultados

En el momento de la exposición, 3 de los 4 animales vacunados del primer grupo habían desarrollado anticuerpos 
que reconocían el péptido M2e así como las células infectadas por virus (Fig. 30A y B). Estos anticuerpos 25
aumentaron adicionalmente al cabo de 7 días después de la infección. Los animales de control alcanzaron títulos 
similares ante células infectadas por virus 3 días después de la inyección y siguieron entonces la cinética de los 
animales vacunados. Sin embargo, no consiguieron desarrollar anticuerpos que reaccionaran cruzadamente con el 
péptido M2e. Aparte de una temperatura ligeramente mayor en los animales sin anticuerpos el primer día después 
de la infección, no se observaron diferencias discernibles en los signos clínicos entre los animales vacunados y de 30
control (Fig. 30C y D).

En el segundo grupo, la cantidad de VLP de PapMV-M2e inyectadas para el último recuerdo aumentó 10 veces. En 
el momento de la exposición, 3 semanas después del último recuerdo, todos los animales vacunados habían 
desarrollado anticuerpos ante péptidos que reaccionaban de forma cruzada con células infectadas por virus (Fig. 35
31A y B). Debido a los cambios en la ejecución de ELISA de péptido de DO a dilución limitada, estos valores no 
pueden compararse directamente, sin embargo, se detectaron niveles similares de anticuerpos que reconocen 
células infectadas por virus para ambos regímenes de vacunación (comparar la Fig. 30A y 31A). No había 
diferencias entre los animales vacunados y de control con respecto a la temperatura corporal y el peso durante el 
transcurso de la exposición a la infección. Dos de los animales vacunados experimentaron un periodo ligeramente 40
reducido y acortado de diseminación vírica en el fluido de lavado nasal, mientras que los otros dos animales 
siguieron las cinéticas de los hurones de control. De forma interesante, el individuo vac2, que tenía el título de 
anticuerpo más bajo ante el péptido, puntuó mejor en la exposición (Fig. 31, cuadrados negros). En contraposición, 
vac3, que había agotado su suministro de anticuerpo reactivo cruzado el día 3, experimentó el transcurso de 
enfermedad más grave (Fig. 31, círculos negros).45

Se diseñó este estudio como un estudio piloto con el doble objetivo de valorar el potencial de las VLP de PapMV-
M2e como candidatos de vacuna y de establecer un modelo animal de hurón. Los resultados demuestran que la 
inyección subcutánea de PapMV-M2e provoca una respuesta inmunitaria humoral en hurones, que reconoce 
también células infectadas por virus. La enfermedad causada por los virus de exposición usados, sin embargo, era 50
demasiado leve para separar claramente los animales vacunados y de control. Se prevén estudios adicionales que 
incluyan un grupo vacunado con una vacuna autorizada como tratamiento de referencia y el uso de un virus de 
exposición más virulento para confirmar la capacidad de las VLP de PapMV-M2e de proporcionar un efecto protector 
en hurones. 

55
Estudios adicionales realizados usando el constructo de H1N1 anterior, así como un constructo que comprende el 
péptido M2e de H9N2 (véase el Ejemplo XIII), mostraron que, después de una inyección inicial seguida por una 
inyección de recuerdo, los hurones tratados habían originado ya anticuerpos contra las VLP respectivas, y se prevé 
detectar anticuerpos contra los péptidos M2e después de una segunda inyección de recuerdo. En estos 
experimentos, se inyectaron también en los hurones formulaciones que comprendían cada constructo en 60
combinación con PapMV o VLP de PapMV como coadyuvante. Para los constructos de H1N1, el efecto de PapMV 
como coadyuvante era ligeramente más pronunciado que el de VLP de PapMV.

EJEMPLO XIII: Desarrollo de un SPA que comprende el epítopo M2e de la cepa H9N2 de la gripe A
65

Clonación y preparación de partículas de tipo vírico (VLP) de PapMV-M2e de H9N2
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Se preparó proteína de cubierta de PapMV que comprende el péptido M2e de la cepa H9N2 de la gripe fusionado en 
el extremo C de la proteína como se describe en el Ejemplo IX, pero usando los siguientes oligonucleótidos para 
crear la secuencia de codificación de M2e:
Oligo de codificación de H9N2:5

Oligo inverso de H9N2:

Se muestra la secuencia aminoacídica del constructo final (PapMV-M2e de H9N2) en la Fig. 1G [SEQ ID NO:47]. Se 
preparó también otra versión del constructo que incluía un espaciador de glicina-leucina (GGGLLLTS) entre la CP de 10
PapMV y el péptido M2e. Brevemente, se linealizó con SpeI el ADN del clon de PapMV-M2e. Se reasociaron los 
oligonucleótidos mostrados a continuación [SEQ ID NO: 52 y 53] y se insertaron en el sitio SpeI entre el marcador 
6xH y el extremo C de CP de PapMV.

Oligo de H9N2 spel -GLY de codificación: 15

Oligo de H9N2 spel -GLY inverso: 

Se muestra la secuencia aminoacídica del constructo final que comprende el espaciador (PapMV-3GLM2e de H9N2) 
en la Fig. 1H [SEQ ID NO:48].20

Se expresaron los constructos resultantes en E. coli como se describe en el Ejemplo IX y se purificaron las proteínas 
PapMV-M2e de H9N2 y PapMV-3GLM2e de H9N2 por ultracentrifugación como se describe en el Ejemplo IX.

PAGE-SDS, FPLC y microscopia electrónica 25

Se realizó el análisis de las proteínas expresadas como se describe en el Ejemplo IX.

Resultados
30

Se muestran en la Fig. 32A las secuencias C-terminales de la proteína de cubierta de PapMV, PapMV-M2e de H9N2
y PapMV-3GLM2e de H9N2. Los perfiles de PAGE-SDS de PapMV, PapMV-M2e de H9N2 y PapMV-3GLM2e de 
H9N2 muestran la alta pureza de las proteínas recombinantes (Fig. 32B). Como se esperaba, los perfiles de FPLC 
mostraban un único pico que correspondía a las VLP de ambas proteínas e indicaban una alta proporción de VLP 
(90 % de VLP con un PM≥ 650 kDa) en el sedimento de PapMV-3GLM2e de H9N2 y un resultado similar para las 35
VLP de PapMV-M2e de H9N2 (80 % de VLP) (Fig. 32C). Como ya se ha demostrado, la PapMVCP expresada en E. 
coli puede autoensamblarse eficazmente en VLP, ya que se ven numerosas varillas por microscopio electrónico (Fig. 
32D, panel izquierdo). De forma importante, la fusión del epítopo M2e de H9N2 en el extremo C de PapMVCP no 
mejora la capacidad de la proteína de autoensamblarse en VLP, ya que se observaron muchas varillas en el 
sedimento después de la ultracentrifugación (Fig. 32D panel central (PapMV-3GLM2e de H9N2) y panel derecho 40
(PapMV-M2e de H9N2)).

EJEMPLO XIV: Inmunogenicidad de un SPA que comprende el epítopo M2e de la cepa H9N2 de la gripe A

Inmunogenicidad de VLP de PapMV-M2e de H9N2 en ratones Balb/C45

Se inyectaron grupos de 10 ratones por vía subcutánea 3 veces con 100 μg de VLP de PapMV-M2e de H9N2 
purificadas, VLP de PapMV-M2e de H9N2 coadyuvadas con un volumen igual de alúmina o VLP de PapMV-M2e de 
H9N2 coadyuvadas con 100 μg adicionales de VLP de PapMV. Se inyectó también en grupos separados de ratones 
proteína total, concretamente la proteína purificada total aislada de E. coli sin ultracentrifugación y que contiene al 50
menos un 20 % de discos. El volumen final inyectado en los ratones en todos los casos era de 500 μl.

El ELISA efectuado con los antisueros que se recogieron después de las tres inyecciones reveló que las VLP de 
PapMV-M2e de H9N2 eran inmunogénicas en ratones. No se observó en este caso ninguna ventaja por usar VLP de 
PapMV o alúmina como coadyuvante. Se observó una variación en la respuesta inmunitaria entre los ratones (Fig. 55
33A), que es probablemente debida al hecho de que el repertorio de ratones no incluye linfocitos B de memoria que 
puedan reconocer eficazmente el péptido M2e de H9N2. Este resultado es bastante intrigante porque se ha 
demostrado que el péptido M2e de H1N1 fusionado con la superficie de VLP de PapMV era inmunogénico en todos 
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los ratones Balb/c tratados (véase el Ejemplo XI) y que el péptido M2e de H1N1 alberga solo 3 diferencias 
aminoacídicas en comparación con el péptido de H9N2.

Se midieron los niveles de IgG dirigida hacia VLP de PapMV-M2e de H9N2 como se describe en los ejemplos 
anteriores para verificar que las VLP eran inmunogénicas. Como se esperaba, se detectaron títulos muy altos de IgG 5
frente a VLP de PapMV de H9N2 (concretamente la plataforma de vacuna), aunque los ratones tratados no 
reaccionaban eficazmente ante el péptido M2e de H9N2 (Fig. 33B). Este resultado confirma que las VLP de PapMV-
M2e de H9N2 son inmunogénicas pero, debido al repertorio inmunitario limitado de los ratones Balb/C, no todos los 
ratones individuales tenían la capacidad de desarrollar una respuesta inmunitaria ante el péptido M2e de H9N2.

10
Sin embargo, es probable que las VLP de PapMV-M2e de H9N2 sean inmunogénicas en pollos, el hospedador 
natural de las cepas de la gripe H9N2, debido a que el sistema inmunitario de las aves ha evolucionado para 
mantener su repertorio de linfocitos B ante el virus de la gripe.

Las VLP de PapMV-M2e de H9N2 inducen una respuesta de memoria duradera15

Se analizaron los sueros de dos ratones que producían altos niveles de anticuerpos contra el péptido M2e de H9N2 
y que se mantuvieron 140 días después de la tercera inyección. Se vio que la respuesta de anticuerpo se mantenía 
durante todo este periodo, indicando que las VLP de PapMV-M2e de H9N2 eran capaces de inducir eficazmente una 
respuesta de memoria en ratones (Fig. 34A). Además, se mostró también que estos ratones producían cantidades 20
prolongadas y abundantes de isotipos IgG1 (Fig. 34B) e IgG2a (Fig. 34C). Este resultado indica que las VLP de 
PapMV-M2e de H9N2 pueden inducir eficazmente el cambio de clase de linfocitos B hacia isotipos diferentes y 
sugiere una respuesta Th1/Th2 equilibrada en ratones.

Reactividad cruzada de antisuero de H9N2-M2e con otros péptidos M2e25

Se analizaron por ELISA antisueros obtenidos a partir de ratones que reaccionaban fuertemente con VLP de 
PapMV-M2e de H9N2 para determinar si se reconocían las secuencias de otros péptidos M2e. Se probaron 5 
péptidos M2e diferentes, incluyendo el péptido de H9N2 (véase la Tabla 3).

30
Tabla 3: Péptidos M2e probados para reactividad cruzada

Secuencia peptídica* Cepa de la gripe SEQ ID NO:
H1N1 A/USRR/90/77 humana 6

H5N1 A/Vietnam/1196/04 aviar 41

H3N8
A/equino/Massachusetts/213/2003 
de caballo-perro

42

H9N2 A/pollo/Osaka/aq69/2001 
(H9N2)

43

H1N1 I/T mutante 62

* Se subrayan las diferencias entre las secuencias mostradas y el péptido M2e de H1N1 de referencia [SEQ ID 
NO:6].

35
Los resultados de ELISA demostraron que los sueros de H9N2 reaccionaban muy fuertemente con el péptido de 
H9N2, como se esperaba, seguido del péptido de H3N8 y débilmente con los péptidos de H5N1, H1N1 e I/T mutante
(Fig. 35). Este resultado sugiere que la inmunización de animales con VLP de PapMV-M2e de H9N2 podía conducir 
a la protección ante la infección con cepas de la gripe H9N2 y H3N8.

40
EJEMPLO XV: Desarrollo de un SPA que comprende el epítopo M2e de la cepa de la gripe H3N8

Clonación y preparación de partículas de tipo vírico (VLP) de PapMV-M2e de H3N8 

Se preparó proteína de cubierta de PapMV que comprendía el péptido M2e de la cepa de la gripe H3N8 fusionada 45
en el extremo C de la proteína como se describe en el Ejemplo IX, pero usando los siguientes oligonucleótidos para 
crear la secuencia de codificación de M2e:

Oligo de M2-H3N8 de codificación:

50
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Oligo de M2-H3N8 inverso:

Se muestra la secuencia nucleotídica del constructo final en la Fig. 1I [SEQ ID NO:56] y se muestra la secuencia 
aminoacídica codificada en la Fig. 1J [SEQ ID NO:57].

5
Se expresaron los constructos resultantes en E. coli como se describe en el Ejemplo IX y se purificó por 
ultracentrifugación la proteína PapMV-M2e de H3N8 como se describe en el Ejemplo IX. 

PAGE-SDS, FPLC y microscopia electrónica
10

Se realizó el análisis de la proteína expresada como se describe en el Ejemplo IX.

Resultados

Se muestran en la Fig. 36A las secuencias C-terminales de la proteína de cubierta de PapMV y PapMV-M2e de 15
H3N8. Los perfiles de PAGE-SDS de PapMV y PapMV-M2e de H3N8 muestran la alta pureza de las proteínas 
recombinantes (Fig. 36B). Como se esperaba, los perfiles de FPLC de las proteínas ultracentrifugadas 
resuspendidas en PBS mostraban un pico único que correspondía a VLP para ambas proteínas (Fig. 36C). Se 
estimó que el pico de VLP de PapMV-M2e de H3N8 estaba compuesto por un 92 % de VLP. La fusión del epítopo 
M2e de H3N8 en el extremo C de PapMVCP no perjudicó la capacidad de la proteína de autosensamblarse en VLP, 20
ya que se observaron muchas varillas en el sedimento después de la ultracentrifugación (Fig. 36D; panel derecho).

EJEMPLO XVI: Desarrollo de un SPA que comprende el epítopo M2e de la cepa H5N1 de la gripe A

Clonación y preparación de partículas de tipo vírico (VLP) de PapMV-M2e de H5N125

Se preparó proteína de cubierta de PapMV que comprende el péptido M2e de la cepa de la gripe H5N1 fusionado en 
el extremo C de la proteína como se describe en el Ejemplo IX, pero usando los siguientes oligonucleótidos para 
crear la secuencia de codificación de M2e:

30
Oligo de M2-H5N1 de codificación:

Oligo de M2-H5N1 inverso:

La secuencia nucleotídica del constructo final se muestra en la Fig. 1K [SEQ ID NO:58] y la secuencia aminoacídica 35
codificada se muestra en la Fig. 1L [SEQ ID NO:59].

Se expresaron los constructos resultantes en E. coli como se describe en el Ejemplo IX y se purificó la proteína 
PapMV-M2e de H5N1 por ultracentrifugación como se describe en el Ejemplo IX.

40
PAGE-SDS y microscopia electrónica

Se realizó el análisis de la proteína expresada como se describe en el Ejemplo IX.

Resultados45

Se muestran las secuencias C-terminales de la proteína de cubierta de PapMV y PapMV-M2e de H5N1 en la Fig. 
37A. Los perfiles de PAGE-SDS de PapMV y PapMV-M2e de H5N1 muestran la alta pureza de las proteínas 
recombinantes (Fig. 37B). La fusión del epítopo M2e de H5N1 en el extremo C de PapMVCP no perjudicó la 
capacidad de la proteína de autoensamblarse en VLP, ya que se observaron muchas varillas en el sedimento 50
después de la ultracentrifugación (Fig. 37C; panel derecho).
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EJEMPLO XVII: Preparación de la proteína NP de la gripe

Se amplificó por PCR la secuencia de codificación de la proteína NP de la cepa A/WSN/33 del virus de la gripe 
(véase la Fig. 41A; SEQ ID NO:63) usando los siguientes cebadores:

5

Codificación:

Inverso:

Se clonó la secuencia amplificada en el vector pET-24d(+) (Novagen) linealizado con Ncol y Xhol. Se proporciona la 10
secuencia aminoacídica de la proteína NP en la Fig. 41B [SEQ ID NO:64]. La secuencia codificada incluía un 
marcador 6xHis para facilitar la purificación.

Se preparó la proteína NP recombinante a partir de BL21 (DE3) RIL de E. coli (Stratagene) transformada con el 
plásmido pET-24d(+) que contiene la secuencia de codificación de NP (descrita anteriormente). Se hicieron crecer 15
las células en 2 X YT que contenía kanamicina 30 μg/ml. Se indujo la expresión de proteína con IPTG 1 mM cuando 
el cultivo alcanzó una DO600 de 0,6. Se incubó el cultivo durante 16 h adicionales a 22 ºC después de la inducción y 
se recogieron entonces las células por centrifugación.

Se lisaron las células usando una prensa French y se aisló la proteína NP marcada con His usando perlas de Ni-20
NTA (Qiagen) y un tampón de elución que contenía NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 500 mM (pH 8,0). Se 
dializó extensamente la proteína eluida frente a NaH2PO4 10 mM, pH 7,0 para retirar el imidazol. Finalmente, se 
purificó la proteína NP usando una columna HiTrap™ Heparin HP (GE Healthcare) y un gradiente por etapas de 
concentraciones crecientes de NaCl (hasta 2 M) en NaH2PO4 10 mM.

25
EJEMPLO XVIII: El uso de coadyuvantes de una vacuna de la gripe comercial con PapMV mejora la 
inmunogenicidad 

PapMV
30

Se aisló PapMV de tipo silvestre de plantas como se describe en el Ejemplo I.

Inmunización de ratones

Se inmunizaron por vía subcutánea 2 grupos de 5 ratones una vez con 9 μg de la vacuna comercial Fluviral® 35
(GlaxoSmithKline) en un volumen final de 350 μl (grupo 1) o con 9 μg de la vacuna Fluviral® coadyuvada con 100 μg 
de virus PapMV de tipo silvestre. Se recogieron muestras de sangre los días 5, 10 y 14 después de la inmunización.

ELISA
40

Se efectuó el análisis ELISA usando el protocolo esquematizado en los Ejemplos anteriores, pero usando placas 
recubiertas con la vacuna Fluviral® o proteína NP recombinante (producida en E. coli y purificada como se describe 
en el Ejemplo XVII). Para la determinación de la cantidad de IgG2a contra la proteína NP (como se muestra en la 
Fig. 40B), se efectuó el recubrimiento de las placas con la proteína NP a 37 ºC durante 2 horas en lugar de a 4 ºC 
durante una noche.45

Resultados

Los ELISA efectuados para determinar la IgG total en los sueros muestran que no pudo detectarse IgG dirigida hacia
la vacuna Fluviral® 5 días después de la inmunización (Fig. 38A). Sin embargo, para el día 10, puede verse que 50
coadyuvar con PapMV mejoraba los títulos de IgG entre una y dos unidades logarítmicas, correspondientes a un 
factor de 2-4 X, frente a los títulos de IgG obtenidos con la vacuna Fluviral® sola (Fig. 38B) y que este aumento se 
mantenía o mejoraba ligeramente el día 14 (Fig. 38C).

Se analizaron también las cantidades respectivas de isotipos de anticuerpo IgG2a e IgG1 en los sueros contra la 55
vacuna Fluviral® (Fig. 39). Los sueros de los ratones tratados con la vacuna Fluviral® coadyuvada con PapMV 
mostraron cantidades aproximadamente 32 veces mayores de IgG2a (Fig. 39A), sugiriendo que el coadyuvante 
PapMV está impulsando la respuesta inmunitaria hacia una respuesta Th1. Como tal, se espera que se 
desencadene una respuesta celular hacia el epítopo de la gripe contenido en la vacuna Fluviral®.

60
Se analizó también por ELISA la respuesta inmunitaria de los ratones (IgG total) hacia la proteína NP. La proteína 
NP es un componente del virus de la gripe y por tanto está contenida en la vacuna Fluviral®. Puede verse que los 
sueros de ratones tratados con la vacuna Fluviral® coadyuvada con PapMV muestran una cantidad aumentada de 
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IgG contra la proteína NP (Fig. 40A). El análisis de la cantidad de IgG2a contra la proteína NP en los sueros de los 
ratones vacunados muestra que los sueros de ratones tratados con la vacuna Fluviral® coadyuvada con PapMV 
contenían mayores cantidades de IgG2a contra la proteína NP (Fig. 40B), demostrando de nuevo que el 
coadyuvante PapMV está impulsando la respuesta inmunitaria hacia una respuesta Th1. Los títulos relativamente 
bajos medidos en este caso son el resultado de usar un protocolo de recubrimiento acelerado para las placas de 5
ELISA, sin embargo, los resultados muestran claramente un aumento en la IgG2a medida en los sueros de ratones 
tratados con la vacuna Fluviral® coadyuvada.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> LECLERC. Denis

<120> Vacunas para la gripe basadas en el virus del mosaico de la papaya5

<130> 1398-107PCT

<140>
<141> 15-11-200710

<150> 60/865.997
<151> 15-11-2006

<160> 6615

<170> FastSEQ para Windows versión 4.0

<210> 1
<211> 21520
<212> PRT
<213> Virus del mosaico de la papaya

<220>
<221>25
<222>
<223> Proteína de cubierta

<400> 1

30

<210> 2
<211> 648
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<212> ADN
<213> Virus del mosaico de la papaya

<400> 2

5
<210> 3
<211> 211
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

10
<220>
<223> Proteína de cubierta de PapMV mutante CPdeltaN5

<400> 3

15

<210> 4
<211> 244
<212> PRT
<213> Secuencia artificial 20
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<220>
<223> CPdeltaN5-SM fusionada en su extremo C con el péptido M2e de la cepa H1N1 del virus de la gripe

<400> 45

<210> 5
<211> 744
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> Secuencia nucleotídica que codifica CPdeltaN5-SM fusionada en su extremo C con el péptido M2e de la 
cepa H1N1 del virus de la gripe

15
<400> 5
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<210> 6
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Péptido M2e de las cepas humanas H1N1 A/USRR/90/77 y A/WSN/33 del virus de la gripe

<400> 610

<210> 7
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia artificial 15

<220>
<223> Péptido M2e del virus de la gripe

<400> 720

<210> 8
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Péptido M2e del virus de la gripe

<400> 830

<210> 9
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> Péptido M2e de la cepa equina H3N8 A/equina/Massachusetts/213/2003 del virus de la gripe
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<400> 9

<210> 10
<211> 23
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido M2e de la cepa H5N1 A/Vietnam/1196/04 del virus de la gripe

10
<400> 10

<210> 11
<211> 8
<212> PRT15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epítopo M2e del virus de la gripe

20
<400> 11

<210> 12
<211> 825
<212> PRT
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223> Epítopo M2e del virus de la gripe30

<400> 12

<210> 13
<211> 835
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epítopo M2e del virus de la gripe40

<400> 13

<210> 14
<211> 845
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epítopo M2e del virus de la gripe50

<400> 14
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<210> 15
<211> 8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Epítopo M2e del virus de la gripe

<400> 1510

<210> 16
<211> 8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Epítopo M2e del virus de la gripe

<400> 1620

<210> 17
<211> 8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Epítopo M2e del virus de la gripe

<400> 1730

<210> 18
<211> 8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> Epítopo M2e del virus de la gripe

<400> 1840

<210> 19
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial45

<220>
<223> Cebador

<400> 1950

<210> 20
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial55

<220>
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<223> Cebador

<400> 20

<210> 215
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Epítopo HLA-A*0201 del antígeno tumoral gp100

<400> 21

<210> 2215
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial 

<220>20
<223> Epítopo HLA-A *0201 de la proteína M1 de la gripe

<400> 22

<210> 2325
<211> 63
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Oligonucleótido 

<400> 23

<210> 2435
<211> 63
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Oligonucleótido

<400> 24

<210> 2545
<211> 63
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
<223> Oligonucleótido

<400> 25

<210> 2655
<211> 63
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleótido

<400> 265

<210> 21
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> Epítopo restringido HLA-A*0201 del antígeno tumoral gp100

<400> 2115

<210> 28
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Cebador

<400> 2825

<210> 29
<211> 79
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223> Cebador

<400> 2935

<210> 30
<211> 75
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Oligonucleótido

<400> 3045

<210> 31
<211> 75
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Oligonucleótido

<400> 3155

<210> 32
<211> 80
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido5

<400> 32

<210> 33
<211> 8010
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido15

<400> 33

<210> 34
<211> 3320
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador25

<400> 34

<210> 35
<211> 2830
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador35

<400> 35

<210> 36
<211> 740
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de exposición en fago45

<400> 36

<210> 37
<211> 750
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de exposición en fago55

<400> 31

<210> 38
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<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Péptido de exposición en fago

<400> 38

<210> 3910
<2 11> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Péptido de exposición en fago

<400> 39

<210> 4020
<211> 24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Péptido M2e de las cepas humanas H1N1 A/USRR/90/77 y A/WSN/33 del virus de la gripe

<400> 40

<210 > 4130
<211> 24
<212 > PRT
<213> Secuencia artificial

<220>35
<223> Péptido M2e de la cepa aviar H5N1 A/Vietnam/1196/ 04 del virus de la gripe

<400> 41

<210> 4240
<211> 24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Péptido M2e de la cepa de caballo-perro H1N8 A/equina/Massachusetts/213/2003 de la gripe

<400> 42

<210> 4350
<211> 24
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido M2e de la cepa H9N2 A/pollo/Osaka/aq69/2001 de la gripe5

<400> 43

<210> 44
<211> 2410
<212> PRT
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223> Péptido M2e de la cepa mutante H1N1 I/T de la gripe15

<400> 44

<210> 45
<211> 1920
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 25

<400> 45

<210> 46
<211> 22230
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteína de cubierta de PapMV CPdeltaNS que contiene los sitios de restricción SpeI-MluI en el extremo C 35
(CPdeltaN5-SM)

<400> 46
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<210 > 47
<211 > 244
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> CPdeltaN5-SH fusionado en su extremo C con el péptido M2e de la cepa H9N2 del virus de la gripe

<400> 4710
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<210> 48
<211> 252
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> CPdeltaN5-SM fusionado en su extremo C con un espaciador de glicina y el péptido M2e de la cepa H9N2 
del virus de la gripe

10
<400> 48
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<210> 49
<211> 669
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Secuencia nucleotídica que codifica la proteína de cubierta de PapMV CPdeltaN5 que contiene los sitios de 
restricción SpeI-MIuI en el extremo C (CPdeltaN5-SM)

10
<400> 49

<210> 50
<211> 75
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido

20
<400> 50

<210> 51
<211> 75
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido
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<400> 51

<210> 52
<211> 245
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido10

<400> 52

<210> 53
<211> 2415
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido20

<400> 53

<210> 54
<211> 7525
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido30

<400> 54

<210> 55
<211> 7535
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido40

<400> 55

<210> 56
<211> 73545
<2 12> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia nucleotídica que codifica la proteína de cubierta de PapMV fusionada en su extremo C con el 50
péptido M2e de la cepa H3N8 del virus de la gripe

<400> 56
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<210> 57
<211> 244
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Proteína de cubierta de PapMV fusionada en su extremo C con el péptido M2e de la cepa H3N8 del virus de 
la gripe

10
<400> 57
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<210> 58
<211> 735
<2 12> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Secuencia nucleotídica que codifica CPdeltaN5-SM fusionada en su extremo C con el péptido M2e de la 
cepa H5N1 del virus de la gripe

10
<400> 58

<210> 59
<211> 244
<212> PRT15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CPdeltaN5-SM fusionado en su extremo C con el péptido M2e de la cepa H5N1 del virus de la gripe

20
<400> 59
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<210> 60
<211> 75
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Oligonucleótido

<400> 6010

<210> 61
<211> 75
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 15

<220>
<223> Oligonucleótido

<400> 6120

<210> 62
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Fragmento del péptido M2e de la cepa mutante H1N1 I/T de la gripe
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<400> 62

<210> 635
<211> 1497
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Secuencia nucleotídica que codifica la proteína NP de la cepa A/WSN/33 del virus de la gripe

<400> 63

<210> 6415
<211> 498
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Proteína NP de la cepa A/WSN/33 del virus de la gripe

<400> 64
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<210> 65
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 6510

<210> 66
<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Cebador

<400> 6620
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema presentador de antígeno que comprende uno o más antígenos del virus de la gripe en 
combinación con un virus del mosaico de la papaya (PapMV) o una VLP que comprende la proteína de cubierta de
PapMV, en el que dicho uno o más antígenos del virus de la gripe no están conjugados con dicho PapMV o VLP.5

2. El sistema presentador de antígeno de la reivindicación 1, en el que dicha VLP comprende la proteína de 
cubierta de PapMV modificada, siendo capaz dicha proteína de cubierta de PapMV modificada de autoensamblarse 
formando dicha VLP.

10
3. El sistema presentador de antígeno de la reivindicación 1 o 2, en el que dichos uno o más antígenos de 
virus de la gripe están comprendidos en una preparación de vacuna de la gripe comercialmente disponible. 

4. El sistema presentador de antígeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 o 3, en el que al menos 
uno de dichos antígenos del virus de la gripe deriva de la proteína M2.15

5. El sistema presentador de antígeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 o 3, en el que al menos 
uno de dichos antígenos del virus de la gripe deriva de la nucleoproteína (NP).

6. El sistema presentador de antígeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4 o 5, en el que dicho 20
sistema presentador de antígeno comprende una VLP, comprendiendo dicha VLP una proteína de cubierta de 
PapMV que tiene una secuencia aminoacídica sustancialmente idéntica a la secuencia expuesta en una cualquiera 
de las SEQ ID NO:1, 3 o 46.

7. Una composición de vacuna de la gripe que comprende uno o más de los sistemas de presentación de 25
antígeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5 o 6.

8. Un sistema presentador de antígeno según una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5 o 6 para uso 
en la inducción de una respuesta inmunitaria ante un virus de la gripe en un animal.

30
9. El sistema presentador de antígeno para uso según la reivindicación 8, en el que dicha respuesta 
inmunitaria comprende una respuesta inmunitaria humoral.

10. El sistema presentador de antígeno para uso según la reivindicación 8 o 9, en el que dicha respuesta 
inmunitaria comprende una respuesta inmunitaria celular. 35

11. El sistema presentador de antígeno para uso según una cualquiera de las reivindicaciones 8, 9 o 10, en el 
que dicho animal es un ser humano.

12. El sistema presentador de antígeno para uso según una cualquiera de las reivindicaciones 8, 9 o 10, en el 40
que dicho animal es un animal no humano. 

13. Una composición que comprende el virus del mosaico de la papaya (PapMV) o una VLP que comprende la 
proteína de cubierta de PapMV para uso para mejorar la eficacia de una vacuna de la gripe comercialmente
disponible en la inducción de una respuesta inmunitaria en un animal ante un virus de la gripe, en la que dicha 45
composición y dicha vacuna de la gripe se administran concomitantemente a dicho animal.

14. La composición para uso según la reivindicación 13, en la que dicha respuesta inmunitaria comprende una 
respuesta ante la proteína NP.

50
15. La composición para uso según la reivindicación 13 o 14, en la que dicha respuesta inmunitaria es eficaz 
ante más de una cepa del virus de la gripe. 

16. La composición para uso según una cualquiera de las reivindicaciones 13, 14 o 15, en la que dicha 
composición comprende una VLP que comprende la proteína de cubierta de PapMV.55

17. La composición para uso según la reivindicación 16, en la que dicha VLP comprende la proteína de cubierta 
de PapMV modificada, siendo capaz dicha proteína de cubierta de PapMV modificada de autoensamblarse 
formando dicha VLP.

60
18. La composición para uso según la reivindicación 16 o 17, en la que dicha VLP comprende proteína de 
cubierta de PapMV que tiene una secuencia aminoacídica sustancialmente idéntica a la secuencia como se expone 
en una cualquiera de las SEQ ID NO:1, 3 o 46.

19. Una composición que comprende:65
uno o más antígenos del virus de la gripe en combinación con un virus del mosaico de la papaya (PapMV) o una 
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VLP que comprende la proteína de cubierta de PapMV, y 
un coadyuvante,
en la que dichos uno o más antígenos del virus de la gripe son antígenos peptídicos que están conjugados con la 
proteína de cubierta de dicho PapMV o VLP, y
en la que dicho coadyuvante comprende PapMV o VLP de PapMV adicionales.5

20. La composición según la reivindicación 19, en la que dicha VLP comprende la proteína de cubierta de 
PapMV modificada, siendo capaz dicha proteína de cubierta de PapMV de autoensamblarse formando dicha VLP.

21. La composición según la reivindicación 19 o 20, en la que dichos uno más antígenos del virus de la gripe 10
están fusionados genéticamente o conectados covalentemente con dicha proteína de cubierta de VLP. 

22. La composición según la reivindicación 19 o 20, en la que:

(a) el uno o más antígenos del virus de la gripe están fusionados genéticamente en o proximales al extremo C 15
de dicha proteína de cubierta, y/o

(b) al menos uno de dichos antígenos del virus de la gripe es un péptido M2e o un fragmento del mismo.

23. La composición según una cualquiera de las reivindicaciones 19, 20, 21 o 22, en la que dicha composición 20
comprende una VLP que comprende una proteína de cubierta de PapMV que tiene una secuencia aminoacídica 
sustancialmente idéntica a la secuencia expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NO:1, 3 o 46.

24. La composición según la reivindicación 22, en la que dicha composición comprende una VLP que 
comprende una proteína de cubierta de PapMV que tiene una secuencia aminoacídica sustancialmente idéntica a la 25
secuencia expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NO:4, 47 o 48.

25. Una composición según una cualquiera de las reivindicaciones 19, 20, 21 22, 23 o 24 para uso en la 
inducción de una respuesta inmunitaria ante un virus de la gripe en un animal. 

30
26. La composición para uso según la reivindicación 25, en la que dicha respuesta inmunitaria comprende una 
respuesta inmunitaria humoral, una respuesta inmunitaria celular o ambas.

27. La composición para uso según la reivindicación 25 o 26, en la que dicho animal es un ser humano.
35

28. Un polipéptido que comprende una proteína de cubierta del virus del mosaico de la papaya (PapMV) 
fusionada con uno o más antígenos peptídicos del virus de la gripe para uso en la preparación de una composición 
según la reivindicación 21, en el que dicho polipéptido es capaz de autoensamblarse formando una VLP.

29. El polipéptido de la reivindicación 28 para uso según la reivindicación 28, en el que:40

(a) los antígenos peptídicos están fusionados en o proximales al extremo C de dicha proteína de cubierta del 
virus del mosaico de la papaya y/o

(b) al menos uno de dichos antígenos peptídicos es un péptido M2e o un fragmento del mismo.45

30. El polipéptido de la reivindicación 29 para el uso según la reivindicación 28, en el que dicho polipéptido 
comprende una secuencia aminoacídica sustancialmente idéntica a la secuencia como se expone en una cualquiera 
de las SEQ ID NO:4, 47 o 48.

50
31. Un polinucleótido que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 28, 29 o 30.
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FIGURA 1
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FIGURA 1 (CONT)
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FIGURA 2
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