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DESCRIPCION
Vacunas para la gripe basadas en el virus del mosaico de la papaya
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo de las formulaciones de vacuna y coadyuvantes y, en particular, a
vacunas de la gripe basadas en particulas viricas de plantas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Hay tres géneros de virus de la gripe, A, B y C, causando el ultimo mencionado solo dolencias respiratorias leves,
que pueden identificarse mediante las diferencias antigénicas en sus proteinas de nucleocapsida y matriz. En
general, las cepas de la gripe A son capaces de infectar un gran nimero de vertebrados, incluyendo seres humanos,
animales domésticos y de granja, mamiferos marinos y diversas aves. Sin embargo, la gripe B y C estan limitadas
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 Ay B son los tipos mas prevalentes en seres humanos y causan
36.000 muertes y 114.000 hospitalizaciones al afio solo en EE.UU. La mayoria de las vacunas de la gripe modernas
estan orientadas a los virus A o B, y predominantemente al tipo A.

La estructura fisica de todos los virus de la gripe A es similar. Las particulas viricas estan 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 nucleoproteina, M que
codifica dos proteinas de matriz (M1 y M2), NS que codifica dos proteinas no estructurales (NS1 y NEP), PA que
codifica una ARN polimerasa, PB1 que codifica una ARN polimerasa y la proteina PB1-F2 y PB2 que codifica otra
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 vacunacion anual segun las cepas que sean mas prevalentes en el momento, que se determina
cada afio por la Organizacion Mundial de la Salud.

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 proteinas hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), que son grandes glicoproteinas
accesibles en la superficie del virus, son la diana principal de la respuesta inmunitaria durante la infeccion, lo que a
su vez ha inducido una deriva y un desplazamiento en estas proteinas (Fier et al., 2004, Virus Research 103: 173-
176). La presion de seleccion del sistema inmunitario sobre las glicoproteinas 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 mas
tarde. Durante este tiempo, el virus en circulacion 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
puede ser fuente de pandemias.

Los virus de la gripe HIN2, por ejemplo, se han establecido en aves de corral terrestres de diferentes paises
asiaticos durante las dos ultimas décadas y se han vuelto también endémicos en diferentes tipos de aves de corral
terrestres en multiples paises del continente eurasiatico (Xu et al., 2007, J. Virol. 81: 10389-10401). Recientemente,
se ha demostrado que la cocirculacion a largo plazo de los virus H5SN1 y HON2 en diferentes tipos de aves de corral
ha facilitado eventos de reagrupamiento frecuentes que son responsables de la gran diversidad genética de los virus
HIN2 y H5N1. Esta situacion favorece el surgimiento de virus de la gripe con potencial pandémico (Xu et al., 2007,
ibid.). Como tal, la vacunacioén de aves de corral puede ser eficaz en la prevencion de la difusion de las cepas HON2
y reduce los riesgos de surgimiento de un nuevo virus que podria ser virulento también en seres humanos.

Una vacuna nasal atenuada viva de la gripe (FluMist® de Medimmune Vaccines, Inc.) puede proporcionar cierto
nivel de proteccidon cruzada ante otras cepas de la gripe mediante la induccidon de una respuesta de linfocitos T
citotoxicos (CTL) hacia proteina altamente conservada encontrada dentro de la particula virica (Kaiser, 2006,
Science 312: 380-383). Otro enfoque para crear una vacuna que proporcione proteccion inmunitaria ante cepas de la
gripe es orientarse a varios antigenos de la gripe universales. El ectodominio de la proteina de canal idbnico M2e, un
péptido de 25 aminoacidos 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 proteina de membrana externa de Neisseria meninigitidis, y se ha mostrado que
proporciona una proteccion parcial frente a infeccion por gripe (Fan et al., 2004, Vaccine 22: 2993-3003). Se cree
que la capacidad de proteccion del péptido M2e es solo parcial y, como tal, se ha sugerido que podria incluirse como
componente adicional en las vacunas de la gripe anual (Kaiser, 2006, Science 312: 380-383). Sin embargo, se ha
empleado la reticulacion quimica del péptido M2e con una proteina hidréfoba para incorporacion a un complejo
lipidico, y la vacuna basada en liposoma resultante era exitosa en la proteccion de ratones ante la exposicion a
diversas cepas de virus de la gripe (Ernst et al., 2006, Vaccine 24: 5152-5158).
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La adicion de coadyuvantes comerciales, tales como alimina (De Filette et al., 2005, Virology 337: 149-161), toxina
del colera comercial (De Filette et al., 2006, Vaccine 24: 544- 551) o monofosforil-lipido A, redujo la morbilidad
(pérdida de peso corporal, disminucion de la temperatura corporal) y los sintomas observados en comparacion con
la proteccion mediada por M2 sin coadyuvantes (Neirynck et al., ibid.).

Otro enfoque para una vacuna de la gripe universal es usar proteinas internas conservadas tales como la proteina
de matriz (M1) o la nucleocapsida (NP) para provocar inmunidad basada en CTL en lugar de anticuerpos
neutralizantes de HA y NA. Los CTL eliminaran las células infectadas mediante reconocimiento especifico de los
péptidos de la gripe cargados en el complejo de MHC de clase I. El complejo de MHC de clase |, localizado en la
superficie de las células infectadas, presenta eficazmente péptidos derivados de proteinas altamente conservadas
como M1 y NP. La inyeccion de NP o M1 purificadas es improbable que cause sola una respuesta de CTL
protectora, sino que en lugar de ello las proteinas diana deben estar asociadas a un coadyuvante o sistema de
suministro que esté dirigido a desarrollar una respuesta de CTL ante un epitopo conservado, tal como vectores
adenoviricos (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.
Oncl. Clin. North. Am. 20: 613-636). Sin embargo, los vectores adenoviricos 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 adicion de un coadyuvante tal como CpG para aumentar su
inmunogenicidad (Klinman D.M., (2006) Int. Rev. Immunol. 25; 135-154).

Entre los numerosos nuevos enfoques para el desarrollo de vacunas, las particulas de tipo virico (VLP) compuestas
de nucleocapsidas viricas 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 ef al., 2004, Lancet, 364: 1757-1765). Se ha
mostrado que las VLP compuestas por la proteina de capsida principal L1 de papilomavirus humano (HPV), por
ejemplo, proporcionan un 100 % de proteccion ante el desarrollo de canceres cervicouterinos (Ault, 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 bacteriéfago QB (Maurer et al.,
2005, Eur. J. Immunol. 35: 2031-2040), VLP de virus de la hepatitis B compuestas por la proteina de nucleo virico
(Mihailova et al., 2006, Vaccine 24: 4369-4377; Pumpens et al., 2002, Intervirology 45: 24-32) y VLP de parvovirus
(Antonis et al., 2006, Vaccine 24: 5481-5490; Ogasawara et al., 2006, In Vivo 20: 319-324) han mostrado también
capacidad de portar epitopos 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 antigeno exégeno (Biosgérault et al., 2005, J. Immunol. 174: 3432-
3439).

Se han descrito también VLP de virus de la gripe en la materia (véanse la solicitud de patente internacional n°
PCT/US2004/022001 (WO 2005/020889) y las solicitudes de patente de EE.UU. n° 2005/0186621 y 2005/0009008).
La reticulacion quimica del péptido M2e con virus de la hepatitis B (HBV) (Jegerlehner et al., 2002, Vaccine 20:
3104-3112) o con papilomavirus humano (HPV) (lonescu et al., J. Pharm. Sci. 95: 70-79) y la fusion en fase del
péptido M2e con proteina 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. n® 2003/0202982) fueron todas exitosas para
proteger a ratones ante la exposicion a virus de la gripe. Se ha descrito también una VLP quimérica compuesta por
la proteina de tipo 1 de retrotransposén de levadura fusionada con un epitopo de hemaglutinina o nucleoproteina del
virus de la gripe (patente de EE.UU. n°® 6.060.064).

Se ha descrito el uso de VLP de virus de plantas como sistemas de presentacion de epitopos. Los virus de plantas
se componen principalmente de proteinas que son altamente inmunogénicas y poseen una organizacion compleja,
repetitiva y cristalina. Ademas, son filogenéticamente distantes del sistema inmunitario animal, lo que los hace
buenos candidatos para el desarrollo de vacunas. Por ejemplo, el virus del mosaico del caupi (CPMV), virus del
mosaico del tabaco (TMV) y virus del mosaico de la alfalfa (AIMV) se han modificado para la presentacion de
epitopos de interés (Cafizares, 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 particulas de tipo virico
quiméricas que comprenden una proteina de cubierta y una proteina no virica que pueden usarse, por ejemplo, para
la presentacion de epitopos peptidicos. La solicitud de patente internacional PCT/US01/07355 (WO 01/66778)
describe una proteina de cubierta de virus de planta, y especificamente una proteina 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 epitopo
de un microorganismo patogénico. La solicitud de patente internacional PCT/US01/20272 (WO 02/00169) describe
vacunas que comprenden la proteina de cubierta Y del virus de la patata o una proteina de cubierta truncada del
virus del mosaico amarillo de la judia fusionada con un péptido extrafio, y especificamente un epitopo del virus de la
enfermedad de Newcastle o del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). También la patente de EE.UU. n°
6.042.832 describe procedimientos de administracion de fusiones de polipéptidos, tales como epitopos patogénicos,
con virus del mosaico de la alfalfa o proteinas de capsida de ilarvirus a un animal para originar una respuesta
inmunitaria.
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Se han descrito VLP derivadas de la proteina de cubierta del virus del mosaico de la papaya (PapMV) y su uso como
inmunopotenciadores (solicitud de patente internacional n® PCT/CA03/00985 (WO 2004/004761)). La expresion de la
proteina 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 expresion y purificacion de constructos de delecién de CP de PapMV indican adicionalmente que el
autoensamblaje (o multimerizacion) de las subunidades de CP es importante para la funcion (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 (proteina de matriz o
hemaglutinina) (solicitud de patente europea n°® 1.167.530). Y la capacidad de las VLP de PVX portadoras de un
epitopo de VIH de inducir proteccion 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 publicacion de solicitud de patente internacional n® WO2005/055957 describe una proteina de nucleocapsida del
virus de la hepatitis B (HBc) truncada C-terminal quimérica que contiene un inmundégeno para inducir anticuerpos
ante proteina M2 de la gripe. De Fillette et al., (2006, Vaccine, 24: 6597-6601) describen la fusiéon genética del
péptido M2e y secuencias de codificacion del nucleo del virus de la hepatitis B (HBc), que proporciona particulas de
tipo virico altamente inmunogénicas.

Se ha resefiado que las VLP de proteina del nucleo de hepatitis B o parvovirus inducen una respuesta de CTL
incluso cuando no portan informaciéon genética (Ruedl et al., 2002, Eur. J. Immunol. 32; 818-825; Martinez et al.,
2003, Virology, 305; 428-435) y no pueden replicarse activamente en las células donde se invaginan. Se ha descrito
también la presentacion cruzada in vivo de dichas VLP portadoras de un epitopo del virus de coriomeningitis
linfocitica (LCMV) o albumina de huevo de gallina por células dendriticas (Ruedl et al., 2002, ibid.; Moron, et al.,
2003, J. Immunol. 171: 2242-2250). Se ha descrito también la capacidad de una VLP de proteina de nucleo de
hepatitis B portadora de un epitopo 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 conseguia mediar una proteccion eficaz
ante la exposicion virica. Se indujo una respuesta de CTL eficaz solo cuando se us6 la VLP junto con anticuerpos
anti-CD40 u oligonucledtidos CpG (Storni, et al., 2002, J. Immunol. 168: 2880-2886). Un informe anterior indicaba
que las particulas de tipo parvovirus porcino (PPMV) portadoras de un péptido de LCMV eran capaces de proteger a
ratones ante una exposicion 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 deteccion de enfermedades fungicas (Morin et al., 2007, J. Biotechnology, 128: 423-
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 unién de un constructo a las
esporas estaba a un nivel comparable al de los anticuerpos policlonales.

Esta informacién de fondo se proporciona con el fin de dar a conocer la informacién que el solicitante cree que es de
posible relevancia para la presente invencion. No se pretende necesariamente la admision, ni deberia considerarse,
de que ninguna de las informaciones precedentes constituye técnica anterior frente a la presente invencion.

SUMARIO DE LA INVENCION

Es un objeto de la presente invencion proporcionar vacunas para la gripe basadas en el virus del mosaico de la
papaya. De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un sistema presentador de antigeno que
comprende uno o mas antigenos del virus de la gripe en combinacidon con un virus del mosaico de la papaya
(PapMV) o una VLP que comprende la proteina de cubierta de PapMV, en el que dicho uno o mas antigenos del
virus de la gripe no estan conjugados con dicho PapMV o VLP.

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona una composicion de vacuna de la gripe que comprende uno o mas
sistemas presentadores de antigeno de la invencion.

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

En otro aspecto, la invencién proporciona una composiciéon que comprende:

uno o mas antigenos del virus de la gripe en combinacién con un virus del mosaico de la papaya (PapMV) o una
VLP que comprende la proteina de cubierta de PapMV, y

un coadyuvante,
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en la que dicho uno o mas antigenos de virus de la gripe son antigenos peptidicos que estan conjugados con la
proteina de cubierta de dicho PapMV o VLP, y

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

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un polipéptido que comprende una proteina de cubierta
del virus del mosaico de la papaya fusionada con uno o mas antigenos peptidicos del virus de la gripe para uso en la
preparacion de la composicioén, en el que dicho polipéptido es capaz de autoensamblarse formando una VLP.

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido de la invencion.

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

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Estos y otros rasgos de la invencion resultaran mas evidentes en la siguiente descripcion detallada en que se hace
referencia a los dibujos adjuntos.

La Figura 1 presenta (A) la secuencia aminoacidica de la proteina de cubierta del virus del mosaico de la papaya
(PapMV) (n° de acceso a GenBank NP_044334.1; SEQ ID NO:1), (B) la secuencia nucleotidica que codifica la
proteina de cubierta de PapMV (n° de acceso a GenBank NC_001748 (nucledtidos 5889-6536); SEQ ID NO:2), (C)
la secuencia aminoacidica de la proteina de cubierta de PapMV mutante CPAN5 (SEQ ID NO:3), (D) la secuencia
aminoacidica de la proteina de cubierta de PapMV mutante CPAN5-SM fusionada en su extremo C con el péptido
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 nucleotidica que codifica la proteina mostrada en (D) (SEQ ID NO: 5), (F) la
secuencia aminoacidica de la proteina de cubierta de PapMV mutante CPANS5 que contiene los sitios de restriccion
Spel-Mlul en el extremo C (CPANS-SM) (SEQ ID NO:46), (G) la secuencia aminoacidica de la proteina de cubierta
de PapMV CPAN5-SM fusionada en su extremo C con el péptido M2e de la cepa HIN2 del virus de la gripe
(subrayado) y que contiene un marcador 6xHis (SEQ ID NO:47), (H) la secuencia aminoacidica de la proteina de
cubierta de PapMV CPAN5-SM fusionada en su extremo C con el péptido M2e de la cepa HIN2 del virus de la gripe
(subrayado) con un espaciador de glicina (en negrita) insertado entre la secuencia de proteina de cubierta y la
secuencia del péptido M2e y que contiene también un marcador 6xHis (SEQ ID NO:48), () la secuencia nucleotidica
que codifica la proteina de cubierta de PapMV fusionada en su extremo C con el péptido M2e de la cepa H3N8 del
virus de la gripe y que contiene un marcador 6xHis (SEQ ID NO:56), (J) la secuencia aminoacidica codificada por la
secuencia mostrada en la Fig. 11 (SEQ ID NO:57), estando la secuencia del péptido M2e de H3N8 subrayada, (K) la
secuencia nucleotidica que codifica la proteina de cubierta de PapMV CPAN5-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 aminoacidica codificada por la secuencia mostrada en la Fig. 1K (SEQ ID NO:59), estando la secuencia
del péptido M2e de H5N1 subrayada, y (M) la secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica de
CPANS5-SM mostrada en (F) (SEQ ID NO:49).

La Figura 2 presenta los espectros de dicroismo circular (DC) de PapMV de tipo silvestre (WT) y particulas de tipo
virico (VLP) de PapMV que comprenden las proteinas de cubierta de PapMV mutantes recombinantes CPANS,
E128A o K97A; (A) muestra el espectro de UV lejano de VLP de virus WT (linea negra), CPAN5 (linea de puntos) y
E128A (linea gris), (B) muestra los espectros de UV lejano de discos aislados del virus WT mediante el
procedimiento de acido acético (linea negra) y del sobrenadante de alta velocidad de la proteina CPAN5 (discos)
(linea de puntos), (C) muestra los espectros de UV lejano de la proteina CPAN5 (discos) (linea de puntos) y la
proteina K97A (linea gris), (D) muestra los espectros de UV lejano de VLP de CPAN5 y E128A a entre 250 y 350
nm, y (E) muestra los espectros de UV lejano de los discos de CPAN5 y K97A a entre 250 y 350 nm.

La Figura 3 presenta los resultados de un andlisis de filtracion en gel de las proteinas de cubierta de PapMV
mutantes recombinantes CPAN5 y K97A; (A) representa el perfil de elucion de proteina de la proteina purificada
CPANS (linea negra, linea gris: marcadores de peso molecular) y (B) representa el perfil de elucidon de proteina de la
proteina purificada CPANS5 (linea negra) y la proteina purificada K97A (linea gris).

La Figura 4 presenta las curvas de desnaturalizacion inducida por temperatura de espectros de dicroismo circular
(DC) para las proteinas de cubierta de PapMV mutante y de tipo silvestre (WT) recombinantes; (A) muestra los
perfiles para VLP de mutantes CPAN5 y E128A y el virus WT, y (B) muestra los perfiles de los discos de CPAN5 y
WT. Se presentan los espectros en unidades de elipticidad residual media. Se monitorizé el desplegamiento
registrando [Q] a 222 nm en funcion de la temperatura. Todos los espectros de DC mostrados se generaron con
proteinas a una concentracion de 1 mg/ml en tampén NaP 10 mM a pH 7,2.

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

La Figura 6 presenta los resultados del analisis por PAGE-SDS de la estabilidad de la proteina de cubierta de
PapMV recombinante (PapMV) y las fusiones de proteina de cubierta (PapMV-gp100 y PapMV-Flu) 2 y 7 meses
después de sus sintesis. Se ilustran también los resultados de incubar preparaciones de proteina de 7 meses
durante 7 dias adicionales a 23 o 37 °C, y el tratamiento con proteinasa K durante 5 minutos antes de la adicion de
tampon de carga e incubacion en agua hirviendo.

La Figura 7 ilustra que pueden presentarse de forma cruzada epitopos de MHC de clase | de ambos antigenos
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 afiadieron linfocitos T especificos de
gp100 (A) o FLU (B) durante 18 h adicionales. Se reveld la evidencia de activacion de linfocitos T mediante la
secrecion de IFN-y 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
especificos de FLU (panel izquierdo) o gp100 (panel derecho) y (B) incubar una linea 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 presentacion de MHC de clase |, clase Il o HLA-DR. Se afadieron entonces linfocitos T especificos de
FLU o gp100. Se representan los resultados como el porcentaje de reconocimiento basado en el ensayo de
secrecion de IFN-y, correspondiendo 100 % a la cantidad secretada por los controles positivos.

La Figura 9 ilustra que la presentacion cruzada por MHC de clase | mediada por PapMV es independiente de
proteosoma. Se incubaron una linea 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 presentacién de MHC de clase |,
clase Il o HLA-DR. Se afadieron entonces linfocitos T especificos de FLU o gp100. Se representan los resultados
como porcentaje de reconocimiento basado en el ensayo de secrecion de IFN-y, correspondiendo 100 % a la
cantidad secretada por los controles positivos.

La Figura 10 presenta un analisis de la expansion de linfocitos T especificos del epitopo HLA-A*0201 de la proteina
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 autdlogos (blancos) o linfocitos B activados con CD40 sometidos a
pulsos con cualquiera de PapMV, Flu de PapMV o gp100 de PapMV. Se reestimularon las células cultivadas el dia 7
y se afadi6 IL-2 en diferentes momentos. Se valor6 la especificidad de las células expandidas el dia 15 por cocultivo
con linfocitos T2 sometidos a pulsos con péptidos HLA-A*0201 de Flu o gp100. Se determiné la frecuencia de las
células secretoras de IFN-y por ELISPOT. (B) Se cocultivaron los linfocitos T cultivados expandidos con linfocitos B
activados con CD40 sometidos a pulsos.

La Figura 11 presenta los resultados de un andlisis de la secrecion de IFN-y de linfocitos T expandidos tratados
como en la Figura 10.

La Figura 12 presenta (A) secuencias C-terminales de proteina de cubierta de PapMV (PapMV) y proteina de
cubierta de PapMV modificada fusionada con el epitopo M2e (posicién 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) imagenes de microscopia electronica
de VLP de PapMV y PapMV-M2e.

La Figura 13 ilustra la respuesta de anticuerpos en ratones Balb/C inyectados por via subcutanea dos veces (dia O y
dia 15) con 1000 pg de VLP de PapMV, VLP de PapMV-M2e, discos de PapMV-M2e o VLP de PapMV-M2e + IgG
(se afadieron 0,5 pl de suero aislado de un conjunto de ratones que se inmunizaron dos veces con VLP de PapMV-
M2e a las VLP para opsonizar la proteina con anticuerpos). Se muestra el titulo de IgG para cada ratén. Se
inmunizaron 20 ratones por tratamiento.

La Figura 14 presenta los resultados de un ensayo de proteccion ante la cepa H1IN1 A/WSN/33 del virus de la gripe
(3 x DLsg). Se vacunaron los ratones dos veces por inyecciones subcutaneas a intervalos de 2 semanas (dia -30 y
-15) con 100 pg de VLP de PapMV, VLP de PapMV-M2e, discos de PapMV-M2e o VLP de PapMV-M2e + IgG (se
afiadieron 0,5 pl de suero aislado de un conjunto de ratones que se inmunizaron dos veces con VLP de PapMV-M2e
a las VLP para opsonizar la proteina con anticuerpos).

La Figura 15 ilustra la correlacion 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 exposicioén a 3 x la DLso de la
cepa H1N1 (A/WSN/33) del virus de la gripe. Los animales que sobreviven a la infeccion se muestran como puntos
libres.
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La Figura 16 presenta los datos de pérdida de peso para ratones vacunados que sobreviven a la exposicién a 3 x la
DLso 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 exposicion
los dias 2,5, 6,7, 8,9, 10, 12y 20.

La Figura 17 presenta una comparacion 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 especifica de la proteina de capsida de PapMV en ratones
C3H/Hed inyectados por via subcutanea 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 titulos de anticuerpo de 4 ratones. Estos resultados son
representativos de dos experimentos idénticos e independientes. Las flechas negras en los graficos indican las
inyecciones de recuerdo el dia 15.

La Figura 19 ilustra la capacidad del PapMV purificado aislado de plantas de reforzar las respuestas de anticuerpo
ante los antigenos modelo (A) lisozima de huevo de gallina (HEL) y (B) ovoalbumina (OVA) en ratones BALB/c (3
por grupo) inmunizados el dia 0 solo con antigeno, antigeno mas 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
suero recogido de animales inmunizados por ELISA en los antigenos modelo (HEL u OVA) a (C) IgG1, (D) IgG 2a y
(E) 19G2b.

La Figura 20 presenta un analisis de clasificacion celular asistida por fluorescencia (FACS) de la unién de VLP
marcadas que comprenden fusiones de proteina de cubierta de PapMV (CP)-péptidos de afinidad a esporas de P.
brassicae (VLP de PapMV sin ninguna fusion (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 union de VLP marcadas que comprenden fusiones de proteina de
cubierta de PapMV (CP)-péptidos de afinidad a esporas de P. brassicae usando el analisis de FACS. (A) Afiadir 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 comparacion con CP-A y (B) la duplicaciéon del péptido A generando CP-
AA mejoro la avidez en comparacion con CP-A.

La Figura 22 presenta (A) la PAGE-SDS (panel izquierdo) y la transferencia Western usando un anticuerpo anti-
PapMVCP (panel derecho) de proteina de cubierta de PapMV recombinante (PapMVCP) y proteina de cubierta de
PapMV recombinante fusionada con el péptido M2e (PapMVCP-M2e), y (B) las microfotografias electronicas de
particulas de tipo virico de PapMVCP (VLP) (panel izquierdo), discos de PapMVCP-M2e (panel central) y VLP de
PapMVCP-M2e (panel derecho). Las barras son de 200 nm.

La Figura 23 presenta (A) los titulos de anticuerpo de IgG e IgG2a ante el epitopo M2 de la gripe en ratones BALB/c
que se inmunizaron dos veces con: PBS, 100 ug de VLP de PapMVCP, VLP de PapMVCP con 10 ug del péptido M2
o VLP de PapMVCP-M2e solas. Los resultados se expresan como titulo de anticuerpo del criterio de valoracién, en
que el valor de D.O. es 3 veces mayor que el valor de fondo obtenido con una dilucién 1:50 de suero preinmune de
ratones BALB/c. Los datos representan la media + EEM de 5 ratones. (B) La unién 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.

La Figura 24 presenta (A) los titulos de anticuerpo de IgG e IgG2a ante epitopo M2 de la gripe y (B) el peso corporal
de ratones inmunizados dos veces (los dias 0 y 14) con: PBS, VLP de PapMVCP, VLP de PapMVCP-M2e o discos
de PapMVCP-M2e antes de la infeccion (el dia 28) con la DLsg del virus de la gripe A/WSN/33 (H1N1). Los titulos de
anticuerpo se expresan como titulo de anticuerpo del criterio de valoracion, definido como el valor de D.O. que es 3
veces mayor que el valor de fondo obtenido de una dilucion 1:50 del suero preinmune de ratones BALB/c. Se midio
el peso corporal 8 dias después de la infeccion 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) indice de supervivencia y
resultados del analisis de Kaplan-Meier, (E) titulos viricos pulmonares y (F) titulos de anticuerpo anti-M2 en el lavado
broncoalveolar de ratones BALB/c que se inmunizaron 3 veces (los dias 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 alumina (PapMVCP-M2e/alumina) y expuestas posteriormente a virus de la gripe. Se
determinaron el peso corporal y los titulos de anticuerpo anti-M2 en el pulmon 7 dias después de la infeccion. El dia
38, se extrajo sangre a los ratones y se determinaron los niveles de anticuerpo sérico (titulacion). El dia 42, se
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infectaron con 4 DLsy de virus de la gripe A/WSN/33 (H1N1). El dia 49, se sacrificaron la mitad de los ratones de
cada grupo (5/10) para lavados broncoalveolares (LBA) y titulaciéon virica pulmonar. Se analizé6 en los ratones
restantes (5/10) el indice de supervivencia. Se expresan los resultados de titulo de anticuerpo como titulo de
anticuerpo del criterio de valoracion, definido como el valor de D.O. que es 3 veces mayor que el valor de fondo
obtenido de una dilucion 1:50 de suero preinmune de ratones BALB/c (A) o de una dilucién 1:5 de LBA preinmune de
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 epitopo de M2 de la
gripe después de 3 inmunizaciones, (B) medida de temperatura rectal, (C) peso corporal, (D) indice de supervivencia
y resultados del analisis de Kaplan-Meier, (E) titulos viricos pulmonares y (F) titulos de anticuerpo anti-M2 pulmonar
en ratones BALB/c que se inmunizaron 3 veces (los dias 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) (Cl [AcM/PapMVCP-M2eg]), anticuerpos
policlonales anti-PapMVCP-M2e (AcP), o VLP de PapMVCP-M2e opsonizadas con anticuerpos policlonales anti-
PapMVCP (AcP) (Cl [AcP/PapMVCP-M2e]). Se determinaron el peso corporal y los titulos de anticuerpo anti-M2
pulmonar 7 dias después de la infeccion. El dia 38, se extrajo sangre a los ratones para la determinacién de la
titulacion de anticuerpo sérico. El dia 42, se infectaron los ratones con 4 DLsg de virus de la gripe A/WSN/33 (H1N1).
El dia 49, se sacrificaron la mitad de los ratones de cada grupo (5/10) para lavado broncoalveolar (LBA) y titulacion
virica pulmonar, mientras que en los ratones restantes (5/10) se analizé el indice de supervivencia. Los datos
representan la media + EEM de 10 (A-C) o 5 ratones (D-F). Los resultados de titulo de anticuerpo se expresan como
titulo de anticuerpo del criterio de valoracion, definido como el valor de D.O. que es 3 veces mayor que el valor de
fondo obtenido con una dilucién 1:50 de suero preinmune de ratones BALB/c (A) o con una dilucion 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 epitopo de M2 de la gripe, (B) la
medida de la temperatura rectal, (C) el peso corporal y (D) el indice de supervivencia y los resultados de analisis de
Kaplan-Meier para ratones BALB/c que se inmunizaron 3 veces (los dias 0, 14 y 28) con: PBS, VLP de PapMVCP
(PapMVCP), o una mezcla de VLP de PapMVCP-M2em no ultracentrifugadas y proteinas de menor peso molecular
(discos, dimeros y monomeros) (PapMVCP-M2em). Se midi6 el peso corporal 8 dias después de la exposicion. El
dia 38, se extrajo sangre a los ratones para las determinaciones de la titulacion de anticuerpo sérico. El dia 42, se
infectaron con 1 DLso de virus de la gripe A/IWSN/33 (H1N1). Los resultados se expresan como titulo de anticuerpo
del criterio de valoracion, definido como el valor de D.O. que es 3 veces mayor que el valor de fondo obtenido con
una dilucién 1:50 de suero preinmune de ratones BALB/c.

La Figura 28 presenta (A) el isotipado de IgG para la respuesta de anticuerpo de epitopo de M2 de la gripe, (B) la
medida de la temperatura rectal, (C) el peso corporal y (D) el indice de supervivencia y los resultados del analisis de
Kaplan-Meier para ratones BALB/c que se inmunizaron 3 veces (los dias 0, 14 y 28) con: PBS, VLP de PapMVCP
(PapMVCP), mezcla de PapMVCP-M2e (PapMVCP-M2em) que comprende VLP y proteinas de menor peso
molecular (discos, dimeros y mondémeros), PapMVCP-M2em coadyuvado con PapMVCP (PapMVCP-
M2em/PapMVCP) o con alimina (PapMVCP-M2em/alimina). Se midio el peso corporal 7 d después de la
exposicion. El dia 38, se extrajo sangre a los ratones para determinaciones de la titulacion de anticuerpo sérico. El
dia 42, se infectaron con 4 DLsp de virus de la gripe AAWSN/33 (H1N1). Los resultados se expresan como titulo de
anticuerpo del criterio de valoracion, definido como el valor de D.O. que es 3 veces mayor que el valor de fondo
obtenido con una diluciéon 1:50 de suero preinmune de ratones BALB/c. Los datos representan la media £+ EEM de
10 ratones (D-F).

La Figura 29 presenta los resultados de (A) isotipado de IgG para la respuesta de anticuerpo de epitopo de M2 de la
gripe después de 3 inmunizaciones, (B) medida de la temperatura rectal, (C) peso corporal, (D) indice de
supervivencia y resultados del analisis de Kaplan-Meier para ratones BALB/c que se inmunizaron 3 veces (los dias
0, 14 y 28) con: PBS, VLP de PapMVCP (PapMVCP), mezcla de PapMVCP-M2e (PapMVCP-M2em) que comprende
VLP y proteinas de menor peso molecular (discos, dimeros y mondmeros), 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) (Cl [AcP/PapMVCP-M2e]). Se determiné el peso
corporal 7 dias después de la infeccion. El dia 38, se extrajo sangre a los ratones para la determinacion de la
titulacion de anticuerpo sérico. El dia 42, se infectaron los ratones con una dosis de 4 DLsy de virus de la gripe
A/WSN/33 (H1N1). El dia 49, se analiz6 en los ratones el indice de supervivencia. Los datos representan la media +
EEM de 10. Los resultados de titulo de anticuerpo se expresan como titulo de anticuerpo del criterio de valoracion,
definido como el valor de D.O. que es 3 veces mayor que el valor de fondo obtenido con una dilucion 1:50 de suero
preinmune de ratones BALB/c (A).

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 ug de VLP de PapMV-M2e, y los signos clinicos observados después
de la exposicion intranasal a 10° 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,
se muestran los animales de control en gris.
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La Figura 31 presenta (A) los titulos de anticuerpo de IgG sérico ante el péptido M2, (B) los titulos de anticuerpo de
IgG sérico ante células infectadas por virus, (C) la temperatura corporal, (D) el peso corporal y (E) los titulos viricos
en fluidos de lavado nasal (medidos mediante dilucién limitada diariamente durante los primeros 4 dias, y cada dos
dias después de ello) en hurones vacunados dos veces con 25 ug y una tercera vez con 250 ug de VLP de PapMV-
M2e, seguido de exposicion intranasal a 10° TCIDs 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 proteinas de cubierta de PapMV que comprenden el
péptido M2e de HIN2 (en negrita) fusionado entre la CP de PapMV y un marcador 6x His (6His) localizado en el
extremo C de la proteina, con (PapMV-3GLM2e de HIN2) o sin (PapMV-M2e de HIN2) un espaciador de glicina
(subrayado) insertado entre la CP de PapMV y el M2e de HIN2, (B) la PAGE-SDS de las proteinas PapMV-M2e de
HION2 y PapMV-3GLM2e de HIN2 purificadas (carriles: 1. marcadores de peso molecular, 2. lisados bacterianos
totales antes de la induccién de la expresion de la proteina PapMV-3M2e de HON2 con IPTG, 3. lisados bacterianos
totales después de la induccion de la expresion de la proteina PapMV-3M2e de HON2 con IPTG, 4. en un segundo
gel, marcadores de peso molecular, 5. proteina PapMV-M2e de HIN2 recombinante purificada por afinidad en una
columna de niquel, 6. en un tercer gel, marcadores de peso molecular, 7. lisados bacterianos totales antes de la
induccion de la expresion de la proteina PapMV-3GLM2e de HIN2 con IPTG, 8. lisados bacterianos totales después
de la induccion de la expresion de la proteina PapMV-3GLM2e de HON2 con IPTG, 9. proteina PapMV-3GLM2e de
HIN2 purificada), (C) el perfil de FPLC de las VLP de PapMV-M2e de HON2 y PapMV-3GLM2e de HON2 purificadas
y (D) las microfotografias electronicas de VLP de PapMV, VLP de PapMV-3GLM2e de HON2 y VLP de PapMV-M2e
de HIN2 (las barras son de 100 nm).

La Figura 33 presenta A) los resultados del analisis ELISA de suero de ratones inyectados 3 veces a intervalos de 2
semanas con preparaciones de PapMV-M2e de HIN2 como se indica (cada ratdn se representa por un punto. El
valor basal representa el nivel de fondo obtenido con el presuero) y B) los titulos de IgG ante CP de PapMV y
péptido Me2 de HIN2 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 pg de PapMV-M2e de HIN2 y que reaccionaban bien ante el péptido M2e durante un periodo de
140 dias después de la primera inyeccion, 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 ratén (rombos), se usaron solo sueros recogidos el dia 140.

La Figura 35 presenta los resultados de ELISA de antisuero de PapMV-M2e de HIN2 obtenido de ratones que se
inyectaron 3 veces a intervalos de 2 semanas con 100 ug de PapMV-M2e de HON2 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 HIN2 de referencia [SEQ ID NO:40].

La Figura 36 presenta (A) las secuencias C-terminales de la proteina de cubierta de PapMV de tipo silvestre y la
proteina de cubierta de PapMV que comprende el péptido M2e de H3N8 (negrita) fusionado entre la secuencia de
proteina de cubierta y un marcador de 6x His (6His), (B) un gel de PAGE-SDS que muestra la purificacion de las
proteinas recombinantes (Carriles: 1. marcadores de peso molecular, 2. lisados bacterianos totales de bacterias
antes de la induccion de la expresién de la proteina de cubierta de PapMV con IPTG, 3. lisados bacterianos totales
después de la induccion de la expresion de la proteina de cubierta de PapMV con IPTG, 4. proteina PapMV-M2e de
H3N8 total purificada, 5. sedimento de alta velocidad que contiene VLP de la proteina PapMV-M2e de H3N8
purificada, 6. en un segundo gel, marcadores de peso molecular, 7. lisados bacterianos totales antes de la induccion
de la expresion de la proteina PapMV-M2e de H3N8, 8. lisado bacteriano total de las bacterias antes de la induccién
de la expresion de la proteina PapMV-M2e de H3N8 con IPTG, 9. sedimento de alta velocidad que contiene VLP de
la proteina PapMV-M2e de H3N8 purificada), (C) el perfil de FPLC de las VLP PapMV-M2e de H3N8 purificadas y
(D) las microfotografias electronicas del virus PapMV (panel izquierdo), particulas de tipo virico recombinantes (VLP)
(panel central) y VLP de PapMV-M2e de H3N8 (panel derecho).

La Figura 37 presenta (A) las secuencias C-terminales de la proteina de cubierta de PapMV de tipo silvestre y la
proteina de cubierta de PapMV que comprende el péptido M2e de H5N1 (negrita) fusionado entre la secuencia de
proteina de cubierta y un marcador 6x His (6His), (B) un gel de PAGE-SDS que muestra la purificacion de las
proteinas recombinantes (Carriles: 1. marcadores de peso molecular, 2. lisados bacterianos totales de bacterias
antes de la induccion de la expresion de VLP de proteina de PapMV con IPTG, 3. lisados bacterianos totales de
bacterias después de la induccion de la expresiéon de VLP de proteina de PapMV con IPTG, 4. proteina PapMV-M2e
de H5N1 total purificada, 5. sedimento de alta velocidad que contiene VLP de la proteina PapMV-M2e de H5N1
purificada, 6. en otro gel, marcadores de peso molecular, 7. lisados bacterianos totales de bacterias antes de la
induccion de la expresion de la proteina PapMV-M2e de H5N1, 8. lisado bacteriano total de bacterias después de la
induccion de la expresion de la proteina PapMV-M2e de H5N1 con IPTG, 9. sedimento de alta velocidad que
contiene VLP de proteina PapMV-M2e de H5N1 purificada) y (C) las microfotografias electronicas de virus PapMV
(panel izquierdo), particulas de tipo virico recombinantes (VLP) (panel central) y VLP de PapMV-M2e de H5N1
(panel derecho).

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2562774 T3

La Figura 38 presenta graficas 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 dia 5 (A), dia 10 (B) o dia 14 (C) después de
la inmunizacion.

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 dias después de la
inmunizacion.

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 proteina NP recombinante: (A)
muestra los titulos de IgG totales y (B) muestra los titulos de IgG2a en los sueros de ratones 14 dias después de la
inmunizacion.

La Figura 41 presenta (A) la secuencia nucleotidica que codifica la proteina NP de la cepa AAWSN/33 del virus de la
gripe [SEQ ID NO:63] y (B) la secuencia aminoacidica de la proteina NP [SEQ ID NO:64] codificada por la secuencia
proporcionada en (A).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se proporciona un sistema presentador de antigeno (SPA) que comprende uno o mas antigenos en combinacion
con un virus del mosaico de la papaya (PapMV) o una VLP derivada del virus de mosaico de la papaya. De acuerdo
con una realizacién de la presente invencion, el SPA es capaz de inducir una respuesta inmunitaria humoral, una
respuesta inmunitaria celular o ambas en un animal. EI SPA es por tanto adecuado para uso como vacuna, que
puede requerir una participacion activa de una o ambas de estas dos ramas del sistema inmunitario.

En una realizacion de la presente invencion, el SPA comprende uno o mas antigenos del virus de la gripe y es
adecuado para uso como vacuna para la gripe.

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

Como se usa en la presente memoria, el término “aproximadamente” hace referencia a aproximadamente una
variacion de + 10 % de un valor dado. Ha de entenderse que dicha variacion esta siempre incluida en cualquier valor
dado proporcionado en la presente memoria, se haga referencia especifica 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
sobre la respuesta inmunitaria misma.

Como se usa en la presente memoria, una “proteina quimérica” es una proteina que se crea cuando dos o mas
genes que normalmente codifican dos proteinas o fragmentos de proteina separados se recombinan, naturalmente o
como resultado de la intervencion humana, proporcionando un polinucleétido que codifica una proteina (la “proteina
quimérica”) que es una combinacion de todas o parte de cada una de estas dos proteinas. En el contexto de la
presente invencion, se considera que una “proteina de fusién” es una “proteina quimérica”.

La expresion “proteina de cubierta de fusién” se usa en la presente memoria para hacer referencia a una proteina de
fusion en que una de las proteinas en la fusién es una proteina de cubierta de PapMV.

El término “respuesta inmunitaria”, como se usa en la presente memoria, hace referencia a una alteracion de la
reactividad del sistema inmunitario de un animal en respuesta a un antigeno o material antigénico y puede implicar la
produccién de anticuerpo, induccion de inmunidad mediada por célula, activacién de complemento, desarrollo de
tolerancia inmunoldgica o una combinacién de los mismos.

Los términos “respuesta inmunoprotectora eficaz” e “inmunoproteccion”, como se usan en la presente memoria,
significan una respuesta inmunitaria que esta dirigida hacia uno o mas antigenos para proteger ante la enfermedad
y/o infeccién por un patégeno en un animal vacunado. Con fines de la presente invencion, la proteccion ante la
enfermedad y/o infeccién por un patégeno incluye no solo la prevencion absoluta de la enfermedad o infeccion, sino
también cualquier reduccion detectable en el grado o clasificacién de la enfermedad o infeccion, o cualquier
reduccion detectable de la gravedad de la enfermedad o cualquier sintoma o afeccion resultante de la infeccion por
el patégeno en el animal vacunado, en comparacion con un animal infectado o enfermo no vacunado. Puede
inducirse una respuesta inmunoprotectora eficaz en animales que no habian padecido anteriormente la enfermedad,
no se habian infectado anteriormente con el patégeno y/o no tienen la enfermedad o infeccién en el momento de la
vacunacion. Puede inducirse también una respuesta inmunoprotectora eficaz en un animal que padece ya la
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enfermedad o esta infectado con el patégeno en el momento de la vacunacion. La inmunoproteccion puede ser el
resultado de uno o mas mecanismos, incluyendo inmunidad humoral y/o celular.

Los términos “estimulacién inmunitaria” e “inmunoestimulaciéon”, 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 esta
relacionada con un patégeno o enfermedad animal de proporcionar proteccion ante la infeccion por el patdgeno o
ante la enfermedad estimulando el sistema inmunitario y/o mejorando la capacidad del sistema inmunitario de
responder a la infecciéon o enfermedad. La inmunoestimulacion puede tener un efecto profilactico, un efecto
terapéutico o una combinacién de los mismos.

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
polipeptidica o polinucleotidica que esta 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 aminoacidos ligados por enlaces peptidicos.

La expresion “acido nucleico virico”, como se usa en la presente memoria, puede ser el genoma (o una mayoria del
mismo) de un virus, o una molécula de acido nucleico complementaria en secuencias de bases de ese genoma. Una
molécula de ADN que es complementaria del ARN virico se considera también acido nucleico virico, asi como una
molécula de ARN que es complementaria en la secuencia de bases del ADN virico.

El término “particula de tipo virico” (VLP), como se usa en la presente memoria, hace referencia a una particula
autoensamblante que tiene una apariencia fisica similar a una particula virica. La VLP puede comprender o no
acidos nucleicos viricos. Las VLP son generalmente incapaces de replicacion.

El término “seudovirus”, como se usa en la presente memoria, hace referencia a una VLP que comprende
secuencias de acido nucleico, tales como ADN o ARN, incluyendo acidos nucleicos en forma de plasmido. Los
seudovirus son generalmente incapaces de replicacion.

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

Los términos “inmundgeno” y “antigeno” como se usan en la presente memoria hacen referencia a una molécula,
moléculas, una porcién o porciones de una molécula, o una combinaciéon de moléculas, hasta e incluyendo células y
tejidos enteros, que son capaces de inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto solos o en combinacion con un
coadyuvante. El inmundgeno/antigeno puede comprender un solo epitopo o puede comprender una pluralidad de
epitopos. El término engloba por tanto péptidos, carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos y diversos
microorganismos, completos o en parte, incluyendo virus, bacterias y parasitos. Se considera también que los
haptenos estan englobados por los términos “inmundgeno” y “antigeno” como se usan en la presente memoria.

Los términos “inmunizacion” y “vacunacién” se usan intercambiablemente en la presente memoria para hacer
referencia a la administracion de una vacuna a un sujeto con fines de originar una respuesta inmunitaria y pueden
tener un efecto profilactico, un efecto terapéutico o una combinacién de los mismos. La inmunizacién puede lograrse
usando diversos procedimientos dependiendo del sujeto para tratar que incluyen, pero sin limitacion, inyeccion
intraperitoneal (i.p.), inyeccién intravenosa (i.v.), inyeccion intramuscular (i.m.), administracion oral, administracion
intranasal, administracién por pulverizador e inmersién.

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

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

El término “sujeto” o “paciente” como se usa en la presente memoria hace referencia a un animal necesitado de
tratamiento.
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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 limitacion, mamiferos, aves y peces, y engloba animales domésticos, de granja, de
zooldgico, 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,
hamsteres y ratones.

El término “sustancialmente idéntico”, como se usa en la presente memoria con relacién a un acido nucleico o
secuencia aminoacidica, indica que, cuando se alinea Optimamente, usando por ejemplo los procedimientos
descritos a continuacion, el acido nucleico o secuencia aminoacidica 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
97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia con un segundo acido nucleico o secuencia
aminoacidica 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
codificacion y/o reguladoras, promotoras y secuencias gendmicas. La identidad porcentual entre dos secuencias
aminoacidicas o de acido nucleico puede determinarse de diversos modos que estan dentro de las habilidades de un
trabajador de la materia, por ejemplo usando software informatico publicamente disponible tal como alineamiento de
Smith Waterman (Smith, T. F. y M. S. Waterman (1981) J. Mol. 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 pag. 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
incluyen el software BLAST-2, BLAST-P, BLAST-N, BLAST-X, WU-BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2, CLUSTAL y
Megalign (DNASTAR). Ademas, los especialistas en la materia pueden determinar los parametros apropiados para
medir el alineamiento, incluyendo los algoritmos necesarios para conseguir un alineamiento maximo por toda la
longitud de las secuencias que se estan comparando. En general, para secuencias aminoacidicas, la longitud de las
secuencias de comparacion sera de al menos 10 aminoacidos. Un especialista en la materia entendera que la
longitud real dependera 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 aminoacidos, o puede ser la
longitud total de la secuencia aminoacidica. Para acidos nucleicos, la longitud de las secuencias de comparacion
sera generalmente de al menos 25 nucleodtidos, pero puede ser de al menos 50, al menos 100, al menos 125, al
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 nucledtidos, o puede ser la longitud completa de la secuencia de acido nucleico.

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

SISTEMA PRESENTADOR DE ANTIGENOS (SPA)

Un sistema presentador de antigenos (SPA) de la presente invencidn comprende uno o mas antigenos en
combinacién con un virus del mosaico de la papaya (PapMV) o una VLP derivada de una proteina de cubierta de
PapMV. Se entiende por “derivado de” que la VLP comprende proteinas de cubierta que tienen una secuencia
aminoacidica sustancialmente idéntica a la secuencia de la proteina de cubierta de tipo silvestre y pueden incluir
opcionalmente uno o mas antigenos conectados con la proteina de cubierta, como se describe con mas detalle a
continuacion. La proteina de cubierta de PapMV puede comprender la secuencia de la proteina de cubierta de tipo
silvestre o una versién modificada de la misma que es capaz de multimerizacion y autoensamblaje formando una
VLP. En una realizaciéon de la presente invencién, como se describe con detalle a continuacion, el SPA comprende
uno o mas antigenos de un virus de la gripe.

El uno o mas antigenos comprendidos por el SPA pueden estar conjugados con una proteina 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 antigenos conjugados como no conjugados. En este Ultimo contexto, se hace referencia a los
antigenos no conjugados como antigenos aislados adicionales (AAA). Los AAA pueden ser iguales o diferentes que
el antigeno o antigenos conjugados. La conjugacion puede ser, por ejemplo, mediante fusién genética con la
proteina de cubierta o mediante uniéon por medios covalentes, no covalentes o de afinidad.

El PapMV o VLP de PapMV incluido en el SPA actua por tanto como inmunopotenciador capaz de potenciar una
respuesta inmunitaria en un animal, y opcionalmente como portador para el antigeno o antigenos comprendidos por
el SPA. De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, 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.

Virus del mosaico de la papaya (PapMV) y VLP de PapMV
12
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El SPA de la presente invencién comprende PapMV o VLP de PapMV. Las VLP de PapMV se forman a partir de
proteinas 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 proteina de cubierta. El
virus de tipo silvestre comprende mas de 1200 subunidades de proteina de cubierta y es de aproximadamente 500
nm de longitud. Sin embargo, las VLP de PapMV que son mas cortas o mas largas que el virus de tipo silvestre
pueden seguir siendo eficaces. En una realizacién de la presente invencion, la VLP comprende al menos 40
subunidades de proteina de cubierta. En ofra realizacion, la VLP comprende entre aproximadamente 40 y
aproximadamente 1600 subunidades de proteina de cubierta. En una realizacion alternativa, la VLP es de al menos
40 nm de longitud. En otra realizacion, la VLP es de entre aproximadamente 40 nm y aproximadamente 600 nm de
longitud.

Las VLP de la presente invencién pueden prepararse a partir de una pluralidad de proteinas de cubierta
recombinantes que tienen secuencias aminoacidicas idénticas, de tal modo que la VLP final ensamblada comprenda
subunidades de proteina de cubierta idénticas, o la VLP puede prepararse a partir de una pluralidad de proteinas de
cubierta recombinantes que tienen diferentes secuencias aminoacidicas, de tal modo que la VLP final ensamblada
comprenda variaciones en sus subunidades de proteina de cubierta.

La proteina de cubierta usada para formar la VLP puede ser la proteina de cubierta de PapMV completa o parte de
la misma, o puede ser una versién modificada genéticamente de la proteina de cubierta de PapMV, por ejemplo, que
comprende una o mas deleciones, inserciones, reemplazos y similares de aminoacidos, a condicion de que la
proteina de cubierta retenga la capacidad de multimerizar y ensamblarse en una VLP. La secuencia aminoacidica de
la proteina de cubierta de PapMV de tipo silvestre (o capsida) es conocida en la materia (véanse Sit, et al., 1989, J.
Gen. Virol., 70: 2325-2331 y el n° 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 nucleotidica de la proteina de cubierta de PapMV es también
conocida en la materia (véanse Sit, et al., ibid., y el n°® de acceso a GenBank NC_001748 (nucledtidos 5889-6536)) y
se proporciona en la presente memoria como SEQ ID NO:2 (véase la Figura 1B).

Como se observa anteriormente, la secuencia aminoacidica de la proteina de cubierta de PapMV recombinante
comprendida por la VLP no tiene que corresponder precisamente a la secuencia original (de tipo silvestre),
concretamente puede ser una “secuencia variante”. Por ejemplo, la proteina recombinante puede mutagenizarse por
sustitucioén, inserciéon o delecidon de uno o mas residuos aminoacidicos, de modo que el residuo en ese sitio no
corresponda a la secuencia original (de referencia). Un especialista en la materia apreciara, sin embargo, que dichas
mutaciones no seran extensas y no afectaran drasticamente a la capacidad de la proteina de cubierta recombinante
de multimerizar y ensamblarse en una VLP. Puede valorarse la capacidad de una version variante de la proteina de
cubierta de PapMV de ensamblarse en multimeros y VLP, por ejemplo, mediante microscopia electrénica siguiendo
técnicas estandares, tales como los procedimientos ejemplares presentados en los ejemplos proporcionados en la
presente memoria.

Se contemplan por lo tanto también por la presente invencion proteinas de cubierta recombinantes que son
fragmentos de la proteina 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 deleciéon de uno o
mas aminoacidos del extremo N, el extremo C o el interior de la proteina, o una combinaciéon de los mismos. En
general, los fragmentos funcionales son de al menos 100 aminoacidos de longitud. En una realizacion de la presente
invencion, los fragmentos funcionales son de al menos 150 aminoacidos, al menos 160 aminoacidos, al menos 170
aminoacidos, al menos 180 aminoacidos y al menos 190 aminoacidos de longitud. Las deleciones realizadas en el
extremo N de la proteina deberian eliminar generalmente menos de 25 aminoacidos para retener la capacidad de
multimerizar de la proteina.

De acuerdo con la presente invencion, cuando una proteina de cubierta recombinante comprende una secuencia
variante, la secuencia variante es al menos aproximadamente un 70 % idéntica a la secuencia de referencia. En una
realizacién, 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 realizacion especifica, la secuencia aminoacidica de referencia
es de SEQ ID NO: 1.

En una realizacion de la presente invencion, la VLP comprende una versidon modificada genéticamente
(concretamente variante) de la proteina de cubierta de PapMV. En otra realizacién, la proteina de cubierta de
PapMV se ha modificado genéticamente para eliminar aminoacidos del extremo N o C de la proteina y/o para incluir
una o mas sustituciones aminoacidicas. En una realizaciéon adicional, la proteina de cubierta de PapMV se ha
modificado genéticamente para eliminar entre aproximadamente 1 y aproximadamente 10 aminoacidos del extremo
N o C de la proteina.

En una realizacion especifica, la proteina de cubierta de PapMV se ha modificado genéticamente para retirar uno de
los dos codones de metionina que aparecen proximales al extremo N de la proteina (concretamente, en las
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posiciones 1y 6 de la SEQ ID NO:1) y puede iniciar la traduccion. La retirada de uno de los codones de iniciacion de
la traduccion permite producir una poblacion homogénea de proteinas. El codén de metionina seleccionado puede
retirarse, por ejemplo, sustituyendo uno o mas de los nucleétidos que constituyen el codon de tal modo que el coddn
codifique un aminoacido distinto de metionina, o se vuelva un codén de terminaciéon. Como alternativa, puede
eliminarse todo o parte del codén o de la region 5’ del acido nucleico que codifica la proteina que incluye el codén
seleccionado. En una realizaciéon especifica de la presente invencion, la proteina de cubierta de PapMV se ha
modificado genéticamente para eliminar entre 1 y 5 aminoacidos del extremo N de la proteina. En una realizacion
adicional, la proteina de cubierta de PapMV modificada genéticamente tiene una secuencia aminoacidica
sustancialmente idéntica a la SEQ ID NO:3. En una realizacion adicional, la proteina de cubierta de PapMV que se
ha modificado genéticamente incluye aminoacidos adicionales (por ejemplo, entre aproximadamente 1 vy
aproximadamente 8 aminoacidos) en el extremo C resultantes de la inclusidon de uno o mas sitios de enzima de
restriccion especificos en la secuencia nucleotidica de codificacién. En una realizacion especifica, la proteina de
cubierta de PapMV tiene una secuencia aminoacidica sustancialmente idéntica a la SEQ ID NO:46.

Cuando la proteina de cubierta recombinante comprende una secuencia variante que contiene una o mas
sustituciones aminoacidicas, estas pueden ser sustituciones “conservativas” o sustituciones “no conservativas”. Una
sustitucion conservativa implica el reemplazo de un residuo aminoacidico por otro residuo que tiene propiedades de
cadena lateral similares. Como es conocido en la materia, los 20 aminoacidos de origen natural pueden agruparse
segun las propiedades fisicoquimicas de sus cadenas laterales. Los agrupamientos adecuados incluyen alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, metionina, fenilalanina y triptéfano (cadenas laterales hidréfobas); glicina, serina,
treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina (cadenas laterales polares no cargadas); acido aspartico y acido
glutamico (cadenas laterales acidas) y lisina, arginina e histidina (cadenas laterales basicas). Otro agrupamiento de
aminoacidos es fenilalanina, triptéfano y tirosina (cadenas laterales aromaticas). Una sustitucion conservativa implica
la sustitucién de un aminoacido por otro aminoacido del mismo grupo. Una sustitucion no conservativa implica el
reemplazo de un residuo aminoacidico por otro residuo que tiene diferentes propiedades de cadena lateral, por
ejemplo, el reemplazo de un residuo acido por un residuo neutro o basico, el reemplazo de un residuo neutro por un
residuo acido o basico, el reemplazo de un residuo hidréfobo por un residuo hidrdéfilo y similares.

En una realizacion de la presente invencién, la secuencia variante comprende una o mas sustituciones
conservativas. El reemplazo de un aminoacido por otro que tiene propiedades diferentes puede mejorar las
propiedades de la proteina de cubierta. Por ejemplo, como se describe en la presente memoria, la mutacion del
residuo 128 de la proteina de cubierta mejora el ensamblaje de la proteina en VLP. En una realizacion de la
presente invencion, por lo tanto, la proteina de cubierta comprende una mutacién en el residuo 128 de la proteina de
cubierta en que se sustituye el residuo de acido glutamico en esta posicion por un residuo neutro. En una realizacién
adicional, se sustituye el residuo de acido glutamico en posiciéon 128 por un residuo de alanina.

Igualmente, la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de cubierta recombinante no tiene que
corresponder precisamente a la secuencia de referencia original, sino que puede variar en virtud de la degeneracion
del cédigo genético y/o de tal modo que codifigue una secuencia aminoacidica variante como se describe
anteriormente. En una realizacion de la presente invencioén, por lo tanto, la secuencia de acido nucleico que codifica
la proteina de cubierta recombinante es al menos aproximadamente un 70 % idéntica a la secuencia de referencia.
En otra realizacion, la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de cubierta recombinante es al menos
aproximadamente un 75 % idéntica a la secuencia de referencia. En otras realizaciones, la secuencia de acido
nucleico que codifica la proteina 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
una realizacion especifica, la secuencia de acido nucleico de referencia es la SEQ ID NO:2.

La proteina de cubierta de VLP de PapMV puede estar opcionalmente fusionada genéticamente con uno o mas
antigenos, un péptido de afinidad u otra secuencia peptidica corta para facilitar la conexiéon de uno o mas antigenos,
como se describe con mas detalle a continuacion.

Antigenos

De acuerdo con una realizacién de la presente invencion, el SPA comprende uno o mas antigenos de la gripe. El
antigeno puede ser un inmundgeno, epitopo, mimétopo o determinante antigénico derivad del virus de la gripe y
puede ser, por ejemplo, un péptido, una proteina, un acido nucleico o una combinacion de los mismos derivada del
virus de la gripe, o puede ser una version inactivada o atenuada del virus.

En una realizacion de la invenciéon en que el uno o mas antigenos comprendidos por el SPA estan no conjugados,
los antigenos pueden proporcionarse en forma de una vacuna de la gripe conocida. Los ejemplos de vacunas de la
gripe comercialmente disponibles incluyen, pero sin limitacion, 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 realizacion de la presente invencion, el uno o mas antigenos son proteinas o péptidos derivados del virus de
la gripe. Son conocidos en la materia una serie de proteinas y péptidos antigénicos del virus de la gripe, sin
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embargo, como se entenderia por un especialista, el antigeno o antigenos adecuados pueden seleccionarse
también para incorporacion a un SPA basandose en el ensayo de su capacidad de inducir una respuesta inmunitaria
en un animal usando técnicas inmunoldgicas estandares conocidas en la materia. Los ejemplos de proteinas
antigénicas adecuadas incluyen las proteinas de membrana, hemaglutinina (HA) y neuramidasa (NA), la region
expuesta a la superficie (concretamente los 24 aminoacidos N-terminales o el péptdo M2e) o la region
citoplasmatica (concretamente los 534 residuos C-terminales) de la proteina M2, o la nucleoproteina interna
conservada (NP) o la proteina 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 numero de vertebrados incluyendo seres humanos,
animales domésticos y de granja, mamiferos marinos y diversas aves. La gripe B, en contraposicion, esta 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 mas comunes H1N1, H1N2
y H3N2. En cerdos, son prevalentes las cepas H1N1, HIN2 y H3N2, mientras que en caballos son prevalentes las
cepas H7N7 y H3N8. Las aves de corral estan también afectadas por una amplia variedad de cepas incluyendo
H1N7, H2N2, H3N8, H4N2, H4N8, H5N1, H5N2, H5N9, H6N5, H7N2, H7N3, HON2, H10N7, H11N6, H12N5, H13N6
y H14N5, muchas de las cuales se han resefiado también en seres humanos. Las cepas H5N1, HON2 y H7N7 se
considera que son zoondticas, cepas pandémicas potenciales, y son capaces de afectar a una variedad de
vertebrados. Se ha resefiado que H5N1 infecta a gatos domésticos y se ha resefiado H3N8 en perros.

Las secuencias de las proteinas del virus de la gripe HA, NA, M2, NP y M1 de diversas cepas de la gripe son
conocidas en la materia y son facilmente accesibles en la base de datos GenBank mantenida por el Centro Nacional
para la Informacion Biotecnologica (NCBI). Por ejemplo, se proporciona la secuencia aminoacidica de la proteina NP
de la cepa de la gripe A A/\WSN/33 en la Fig. 41B [SEQ ID NO:64]. Por lo tanto, los antigenos adecuados para
inclusién en los SPA pueden seleccionarse faciimente por el especialista basandose en el conocimiento en la
materia de las regiones antigénicas de proteinas de la gripe y teniendo en consideracion el animal en que se va a
originar respuesta inmunitaria con el SPA final.

Se han identificado diversas regiones antigénicas de las proteinas anteriormente indicadas y son adecuadas para
uso en el SPA de la presente invencion. Los antigenos comprendidos por el SPA de la presente invencion pueden
ser proteinas completas o fragmentos antigénicos de las mismas. Para seres humanos, los fragmentos antigénicos
de HA, NP y proteinas de matriz incluyen, pero sin limitacion, los epitopos 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 epitopos
de nucleoproteina: 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, pag. 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.
Immunol. 79: 171-173); NP 44-52 y NP 265-273 (DiBrino, 1993, ibid.) y NP 365-380 (Townsend, 1986, Cell 44: 959-
968); los epitopos de proteina 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, Mol. Immunol. 29: 1131-1140); M1 27-35, M1 232-240
(DiBrino, 1993, ibid.), M1 59-68 y M1 60-68 (Connan et al., Eur. J. Immunol. 1994, 24(3): 777-80) y M1 128-135
(Dong et al., Eur. J. Immunol. 1996, 26(2): 335-39).

En una realizacion de la presente invencion, el SPA comprende una proteina antigénica completa, o un fragmento
que engloba varios de los epitopos anteriormente indicados. En otra realizacion, el SPA comprende la proteina M1 o
NP completa, o un fragmento de M1 o NP que comprende una pluralidad de epitopos. En una realizacion adicional,
el SPA comprende un fragmento de M1 o NP que comprende una pluralidad de los epitopos enumerados
anteriormente.

Son conocidas otras regiones antigénicas y epitopos. Por ejemplo, pueden emplearse fragmentos de la proteina de
canal idénico (M2) como antigenos para inclusiéon en el SPA de la presente invencion, incluyendo el péptido M2e (el
dominio extracelular de M2). La secuencia de este péptido esta 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 mismo

Region de | Secuencia Cepa virica SEQID NO

M2

2-24 - v H1N1 humana, p.ej. | 6
SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD AJUSRRI90/77 y AWSN/33

2-24 SLLTEVETPIRNEWGCRCNGSSD | NA” 7
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2-24 SLLTEVETPTKNEWDCRCNDSSD | N/A®

2-24 - ) H3N8 equina
SLLTEVETPTRNGWECKCSDSSD Alequina/Massachusetts/213/2003

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

1-24 MSLLTEVETPIRNEWGCRUNDSSD | HINT humana, p.ej. | 40

A/USRR/90/77 y A/IWSN/33

1-24 TEVETPTRNGWE H3N8 de caballo-perro | 42
MSLL E WECKCSDSSD Alequina/Massachusetts/213/2003

1-24 MSLLTEVETPTRNGWGCRCSDSSD HON2, A/pollo/Osaka/aq69/2001 43

1-24 MSLLTEVETPTRNEWGCRCSDSSD | HINNT mutante I/T 44

*véase la solicitud de patente de EE.UU. n° 2006/0246092

Puede usarse la secuencia de M2e entera o una secuencia parcial de M2e, por ejemplo una secuencia parcial que
esta conservada entre las variantes, tal como fragmentos en la regién definida por los aminoacidos 2 a 10, o el
epitopo conservado EVETPIRN [SEQ ID NO: 11] (aminoacidos 6-13 de la secuencia de M2e). Se ha encontrado que
el epitopo 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).

En una realizacion de la presente invencion, al menos un antigeno seleccionado para incorporacion en el SPA es de
una proteina conservada que no esta sustancialmente afectada por la deriva genética, tal como M1, M2 o NP. De
acuerdo con esta realizaciéon, el SPA resultante puede proporcionar una proteccion eficaz ante una variedad de
cepas de la gripe.

En una realizacion, el SPA comprende un antigeno o antigenos derivados de la proteina M2. En otra realizacion, al
menos un antigeno deriva del péptido M2e. En una realizacion adicional, el SPA comprende al menos un antigeno
que comprende una secuencia aminoacidica 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
ID NO:42, SEQ ID NO:43 o SEQ ID NO:44. En otra realizacion, el SPA comprende al menos un antigeno que
comprende una secuencia aminoacidica como se expone en la SEQ ID NO: 11. En una realizacion adicional, el SPA
comprende una pluralidad de antigenos, teniendo cada antigeno 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
NO:42, SEQ ID NO:43 y SEQ ID NO:44.

En otra realizacion, los antigenos seleccionados son de proteinas susceptibles de deriva genética, tales como las
proteinas HA y/o NA. De acuerdo con esta realizacion, la plataforma PapMV permite un ajuste rapido del antigeno
seleccionado para dar cuenta del surgimiento de nuevas cepas en que el antigeno o antigenos de glicoproteina de
superficie pueden reemplazarse por diferentes subtipos de HA y/o NA, permitiendo por tanto la actualizacion de las
formulaciones con nuevas variantes antigénicas de estas proteinas. A medida que se identifican variantes
antigénicas de estas glicoproteinas, pueden actualizarse los SPA para incluir estas nuevas variantes. Por
consiguiente, incluso glicoproteinas de superficie peligrosas, tales como H1N1 o la combinacion HA/NA con
potencial pandémico, podrian incorporarse al SPA de la presente invencion, ya que el PapMV o VLP de PapMV
constituyentes no son infecciosos en animales y no pueden transmitir la enfermedad.

El antigeno o antigenos seleccionados pueden variar en tamafio y el tamafo del antigeno seleccionado no es critico
para la practica de la presente invencion. El antigeno puede ser especifico o reconocerse por estructuras de
superficie en linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK y macréfagos, o estructuras de superficie celular asociadas a
APC de clase | o clase Il. En una realizacion, la invencion es especialmente Util para antigenos inmunogénicos
débiles pequerios.

Como se indica anteriormente, los antigenos comprendidos por el SPA pueden ser proteinas enteras o fragmentos
de las mismas. Por tanto, el SPA de la presente invencién puede comprender uno o mas antigenos, teniendo cada
uno un solo epitopo capaz de desencadenar una respuesta inmunitaria especifica, o el SPA puede comprender uno
0 mas antigenos, en los que cada antigeno comprende una pluralidad de epitopos. Los antigenos comprendidos por
el SPA pueden ser iguales o pueden ser diferentes, y cuando estan presentes una pluralidad de antigenos, pueden
derivar de una sola proteina o de una pluralidad de proteinas. Por tanto, se contemplan también SPA que
comprenden antigenos que representan una combinacion de proteinas antigénicas de la gripe, ya que son SPA que
comprenden antigenos de la misma regidon de una proteina pero que representan variaciones de la proteina vistas
en diferentes cepas viricas. Es un ejemplo no limitante de la realizaciéon anterior un SPA que comprende una
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pluralidad de antigenos derivados las proteinas M2 y M1, M2 y NP o M2, M1 y NP. Es un ejemplo de la ultima
realizacién un SPA que comprende una pluralidad de antigenos derivado cada uno de la misma region de la proteina
HA, NA o M2, pero representando cada uno una cepa de la gripe diferente.

Combinaciones de antigeno-PapMV y antigeno-VLP de PapMV

Como se indica anteriormente, el uno o mas antigenos comprendidos por el SPA pueden estar conjugados con una
proteina 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 conjugacion puede ser, por ejemplo,
mediante fusidn genética con la proteina de cubierta o por unién a través de medios covalentes, no covalentes o de
afinidad. La combinacion del antigeno o antigenos con PapMV o VLP, sin embargo, no deberia interferir con el
reconocimiento del antigeno por el sistema inmunitario del hospedador o con la capacidad de PapMV o VLP de
potenciar la respuesta inmunitaria.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, el uno o mas antigenos estan conjugados con una
proteina de cubierta de una VLP de PapMV. Como la VLP comprende multiples copias de proteina de cubierta
autoensamblada, conectar el antigeno con la proteina de cubierta permite la presentacion de los antigenos de forma
organizada sobre la superficie de la VLP. De acuerdo con esta realizacion, la VLP comprende proteinas de cubierta
que incluyen una primera porcién que es una proteina de cubierta de PapMV recombinante conjugada con una
segunda porcién que comprende uno o mas antigenos. La proteina de cubierta conjugada con antigeno retiene la
capacidad de ensamblarse con otras proteinas de cubierta de fusién o con proteina de cubierta de tipo silvestre,
formando una VLP portadora de inmundégeno.

Para permitir la presentacion del antigeno sobre la superficie de la VLP y potenciar el reconocimiento inmunitario del
antigeno, se conecta preferiblemente el antigeno con una region de la proteina de cubierta que esta dispuesta sobre
la superficie externa de la VLP. Por tanto, el antigeno puede insertarse cerca de, o conectarse con, el extremo amino
(N) o carboxilo (C) de la proteina de cubierta, o puede insertarse en, o conectarse con, un bucle interno de la
proteina de cubierta que esta dispuesta sobre la superficie externa de la VLP. En una realizaciéon de la presente
invencion, el antigeno esta presente en, o proximal a, el extremo C de la proteina de cubierta de PapMV.

De acuerdo con una realizacion de la invencion, el SPA comprende una proteina de cubierta de PapMV fusionada
genéticamente con uno o mas antigenos. El antigeno puede fusionarse directamente con la secuencia de proteina
de cubierta de tal modo que las secuencias sean contiguas, o puede insertarse un “espaciador” de uno o mas
aminoacidos entre la secuencia de proteina de cubierta y la secuencia del antigeno. Por ejemplo puede insertarse
entre las dos secuencias un espaciador que comprende uno o mas aminoacidos neutros, tales como aquellos que
tienen cadenas laterales alifaticas. Los ejemplos no limitantes de aminoacidos neutros incluyen alanina, glicina,
valina, leucina e isoleucina. En una realizacion, el espaciador puede variar en longitud entre 1 y aproximadamente
10 aminoacidos, por ejemplo entre 2 y aproximadamente 10, entre 2 y aproximadamente 8, entre 2 y
aproximadamente 7 o entre 2 y aproximadamente 6 aminoacidos.

En otra realizacion, el antigeno o antigenos se reticulan quimicamente con la proteina de cubierta, por ejemplo
mediante conexion covalente o no covalente (tal como idnica, hidréfoba, enlace de hidrégeno o similares). El
antigeno y/o proteina de cubierta pueden modificarse para facilitar dicha reticulacion como es conocido en la
materia, por ejemplo mediante la adicién de un grupo funcional o resto quimico a la proteina y/o antigeno, por
ejemplo en el extremo C o N o en una posicion interna. Las modificaciones ejemplares incluyen la adicién de grupos
funcionales tales como anhidrido S-acetilmercaptosuccinico (SAMSA) o tioacetato de S-acetilo (SATA), o la adicion
de uno o mas residuos de cisteina. Son conocidos en la materia otros reactivos reticulantes y muchos estan
comercialmente disponibles (véanse, por ejemplo, los catalogos de Pierce Chemical Co. y Sigma-Aldrich). Los
ejemplos incluyen, pero sin limitacién, diaminas tales como 1,6-diaminohexano, 1,3-diaminopropano y 1,3-
diaminoetano; dialdehidos tales como glutaraldehido; ésteres de succinimida tales como etilenglicol-bis(éster de
hidroxisuccinimida del acido succinico), 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; acidos dicarboxilicos tales como disalicilato de
succinidilo; éster de N-hidroxisuccinimida del acido 3-maleimidopropiénico y similares. Muchos de los agentes
reticulantes anteriormente indicados incorporan un espaciador que distancia el antigeno de la VLP. El uso de otros
espaciadores esta también contemplado por la invencién. Son conocidos en la materia diversos espaciadores e
incluyen, pero sin limitacién, acido 6-aminohexanoico, 1,3-diaminopropano, 1,3-diaminoetano y secuencias
aminoacidicas cortas tales como secuencias de poliglicina, de 1 a 5 aminoacidos.

Para facilitar la conexion covalente del uno o mas antigenos con la proteina de cubierta de la VLP, la proteina de
cubierta puede fusionarse genéticamente con un péptido corto o ligador aminoacidico que esta expuesto en la
superficie de la VLP y proporciona un sitio apropiado para la conexion quimica del antigeno. Por ejemplo, péptidos
cortos que comprenden residuos de cisteina, u otros residuos aminoacidicos que tienen cadenas laterales que son
capaces de formar enlaces covalentes (por ejemplo, residuos acidos y basicos) o que pueden modificarse faciimente
formando enlaces covalentes como es conocido en la materia. El ligador aminoacidico o péptido puede ser, por
ejemplo, de entre 1 y aproximadamente 20 aminoacidos de longitud. En una realizacion, la proteina de cubierta esta
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fusionada con un péptido corto que comprende uno mas residuos de lisina, que pueden acoplarse covalentemente,
por ejemplo, con un residuo de cisteina en el antigeno mediante el uso de un agente reticulante adecuado como se
describe anteriormente. En una realizacién especifica, se fusiona la proteina de cubierta con una secuencia
peptidica corta de residuos de glicina y lisina. En otra realizacion, el péptido comprende la secuencia GGKGG.

En una realizacion adicional de la presente invencién, se conecta el antigeno a través de un resto de afinidad
presente en la proteina de cubierta. De acuerdo con esta realizacién, la VLP de PapMV comprende un resto de
afinidad, tal como un péptido, que esta expuesto sobre la superficie de la VLP después del autoensamblaje, y que es
capaz de unirse especificamente al antigeno. El resto de afinidad puede estar fusionado genéticamente (en el caso
de un péptido o fragmento de proteina) o conectado covalente o no covalentemente con PapMV o VLP. La union del
antigeno al resto de afinidad no deberia interferir con el reconocimiento del antigeno por el sistema inmunitario del
hospedador.

Los ejemplos de restos de afinidad adecuados incluyen, pero sin limitacion, anticuerpos y fragmentos de anticuerpo
(tales como fragmentos Fab, fragmentos Fab', fragmentos Fab'-SH, fragmentos F(ab'),, fragmentos Fv, diacuerpos y
moléculas de Fv monocatenarias (scFv)), estreptavidina (para unirse a antigenos marcados con biotina), péptidos de
afinidad o fragmentos de proteina que se unen especificamente al antigeno.

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 presentacion en fago o
levadura. Los péptidos pueden ser de origen natural, recombinantes, sintéticos o una combinacion de estos. Por
ejemplo, el péptido puede ser un fragmento de una proteina o polipéptido de origen natural. El término péptido
engloba también analogos peptidicos, derivados peptidicos 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 quimica, resistencia aumentada a la degradacion proteolitica, propiedades
farmacologicas potenciadas (tales como semivida, absorcion, potencia y eficacia) y/o antigenicidad reducida.

PREPARACION DE SPA

La presente invencion proporciona SPA que comprenden PapMV o VLP de PapMV derivados de una proteina de
cubierta de PapMV recombinante. La invencién proporciona adicionalmente VLP de PapMV recombinantes que
comprenden uno o mas antigenos, o un resto de afinidad, en fusién genética con las proteinas de cubierta. Estas
proteinas de cubierta recombinantes son capaces de multimerizacién y ensamblaje en VLP. Son conocidos en la
materia procedimientos de fusion genética de los antigenos, o péptidos de afinidad para ligar antigenos, con la
proteina de cubierta, y algunos se describen a continuacion y en los Ejemplos. Son bien conocidos en la materia
procedimientos de reticulacion quimica de diversas moléculas con proteinas y pueden emplearse.

Virus del mosaico de la papaya

El PapMV es conocido en la materia y puede obtenerse, por ejemplo, de la Coleccion Estadounidense de Cultivos
Tipo (ATCC) como ATCC n° PV-204™. El virus puede mantenerse en, y purificarse de, hospedadores vegetales
tales como papaya (Carica papaya) y boca de dragon (Antirrhinum majus) siguiendo protocolos estandares (véase,
por ejemplo, Erickson, J. W. y Bancroft, J. B., 1978, Virology 90: 36-46).

VLP de PapMV

Las proteinas de cubierta recombinantes para uso para preparar las VLP de la presente invencion pueden
prepararse facilmente mediante técnicas de ingenieria genética estandares por el especialista dotado de la
secuencia de la proteina de tipo silvestre. Los procedimientos de genomanipulacion de proteinas son bien conocidos
en la materia (véanse, por ejemplo, Ausubel et al. (1994 y actualizaciones) “Current Protocols in Molecular Biology”,
John Wiley & Sons, Nueva York), asi como la secuencia de la proteina de cubierta de PapMV de tipo silvestre
(véanse las SEQ ID NO: 1y 2).

Pueden conseguirse el aislamiento y clonacién de la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de tipo
silvestre usando técnicas estandares (véase, por ejemplo, Ausubel et al., ibid.). Por ejemplo, la secuencia de acido
nucleico puede obtenerse directamente de PapMV mediante extracciéon de ARN por técnicas estandares 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 sintomas del mosaico mediante técnicas estandares (véase, por ejemplo, el
Ejemplo | proporcionado en la presente memoria).

Se inserta entonces la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de cubierta, directamente o después de
una o mas etapas de subclonacién, en un vector de expresién adecuado. Un especialista en la materia apreciara
que el vector preciso usado no es critico para la presente invencion. Los ejemplos de vectores adecuados incluyen,
pero sin limitacion, plasmidos, fagémidos, cosmidos, bacteriéfagos, baculovirus, retrovirus o virus de ADN. La
proteina de cubierta puede expresarse entonces y purificarse como se describe con mas detalle a continuacion.
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Como alternativa, la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de cubierta puede genomanipularse
adicionalmente para introducir una 0 mas mutaciones, tales como aquellas descritas anteriormente, mediante
técnicas de mutagénesis dirigida a sitio in vitro estandares bien conocidas en la materia. Las mutaciones pueden
introducirse por delecion, insercion, sustitucion, inversidon o una combinacién de las mismas, de uno o mas de los
nucledtidos apropiados constituyentes de la secuencia de codificacion. Esto puede conseguirse, por ejemplo,
mediante técnicas basadas en PCR para las que se disefian cebadores que incorporan uno o mas
desapareamientos nucleotidicos, inserciones o deleciones. La presencia de la mutacion puede verificarse mediante
una serie de técnicas estandares, por ejemplo mediante analisis de restriccion o secuenciacion de ADN.

Como se indica anteriormente, las proteinas de cubierta pueden genomanipularse también para producir proteinas
de fusidon que comprenden uno o mas antigenos o péptidos de afinidad fusionados con la proteina de cubierta. Los
procedimientos para elaborar proteinas de fusiéon son bien conocidos por los especialistas en la materia. Las
secuencias de ADN que codifican una proteina de fusiéon pueden insertarse en un vector de expresién adecuado
como se indica anteriormente.

Un especialista en la materia apreciara que el ADN que codifica la proteina de cubierta o proteina de fusién puede
alterarse de diversos modos sin afectar a la actividad de la proteina codificada. Por ejemplo, pueden usarse
variaciones en la secuencia de ADN para optimizar la preferencia de codén en una célula hospedadora usada para
expresar la proteina, o puede contener otros cambios de secuencia que faciliten la expresion.

Un especialista en la materia entendera que el vector de expresion puede incluir adicionalmente elementos
reguladores, tales como elementos transcripcionales, necesarios para una transcripcion eficaz de la secuencia de
ADN que codifica la proteina de cubierta o fusion. Los ejemplos de elementos reguladores que pueden incorporarse
al vector incluyen, pero sin limitacion, promotores, potenciadores, terminadores y sefiales de poliadenilacion. Por lo
tanto, la presente invencién proporciona vectores que comprenden un elemento regulador ligado operativamente con
una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina de cubierta genomanipulada. Un especialista en la
materia apreciara que la seleccion de los elementos reguladores adecuados depende de la célula hospedadora
elegida para la expresion de la proteina de cubierta genomanipulada, y que dichos elementos reguladores pueden
derivar de una variedad de fuentes, incluyendo genes bacterianos, flingicos, viricos, de mamifero o insecto.

En el contexto de la presente invencion, el vector de expresion puede contener adicionalmente secuencias de acido
nucleico heterélogo que faciliten la purificacion de la proteina expresada. Los ejemplos de dichas secuencias de
acido nucleico heterdlogo incluyen, pero sin limitacién, marcadores de afinidad tales como marcadores de afinidad
por metal, marcadores de histidina, secuencias de codificacion de avidina/estreptavidina, secuencias de codificacion
de glutation-S-transferasa (GST) y secuencias de codificacion de biotina. Los aminoacidos correspondientes a la
expresion de los acidos nucleicos pueden retirarse de la proteina de cubierta expresada antes del uso segun
procedimientos conocidos en la materia. Como alternativa, los aminoacidos correspondientes a la expresion de
secuencias de acido nucleico heterélogo pueden retenerse en la proteina de cubierta si no interfieren con su
posterior ensamblaje en VLP.

En una realizacion de la presente invencion, la proteina de cubierta se expresa como proteina marcada con
histidina. EI marcador de histidina puede estar localizado en el extremo carboxilo o el extremo amino de la proteina
de cubierta.

El vector de expresion puede introducirse en una célula hospedadora o tejido adecuado mediante uno de una
variedad de procedimientos conocidos en la materia. Dichos procedimientos pueden encontrarse descritos en
general en Ausubel et al. (ibid.) e incluyen, por ejemplo, transfeccion estable o ftransitoria, lipofeccion,
electroporacién e infeccidon con vectores viricos recombinantes. Un especialista en la materia entendera que la
seleccion de la célula hospedadora apropiada para expresion de la proteina de cubierta dependera del vector
elegido. Los ejemplos de células hospedadoras incluyen, pero sin limitacion, células bacterianas, de levadura,
insecto, planta y mamifero. La célula hospedadora precisa usada no es critica para la invencion. Las proteinas de
cubierta pueden producirse en un hospedador procariotico (p.ej. E. coli, A. salmonicida o B. subtilis) o en un
hospedador eucariético (p.ej., Saccharomyces o Pichia; células de mamifero, p.ej., células COS, NIH 3T3, CHO,
BHK, 293 o Hela; o células de insecto). En una realizacion, las proteinas de cubierta se expresan en células
procarioticas.

Si se desea, las proteinas de cubierta pueden purificarse a partir de células hospedadoras mediante técnicas
estandares 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 secuenciacion de péptidos estandares
usando la proteina intacta o fragmentos proteoliticos de la misma para confirmar la identidad de la proteina.

Las proteinas de cubierta recombinantes de la presente invencion son capaces de multimerizacion y ensamblaje en
VLP. En general, el ensamblaje tiene lugar en la célula hospedadora que expresa la proteina de cubierta. Las VLP
pueden aislarse de las células hospedadoras mediante técnicas estandares, tales como aquellas descritas en la
seccion de Ejemplos proporcionada en la presente memoria. En general, el aislamiento obtenido de las células
hospedadoras contiene una mezcla de VLP, discos y formas menos organizadas de la proteina de cubierta (por
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ejemplo, mondmeros y dimeros). Las VLP pueden separarse de los demas componentes de proteina de cubierta,
por ejemplo, por ultracentrifugacion o cromatografia de filtracion en gel (por ejemplo, usando Superdex G-200),
proporcionando una preparacion de VLP sustancialmente pura. En este contexto, se entiende por “sustancialmente
puro” que la preparacion contenga un 70 % o mas de VLP. Como alternativa, puede usarse una mezcla de las
diversas formas de proteinas de cubierta en las composiciones de vacuna finales. Cuando se emplea dicha mezcla,
el contenido de VLP deberia ser del 40 % o mas. En una realizacién, se usan preparaciones que contienen un 50 %
o mas de VLP en las composiciones de vacuna finales. En otra realizacién, se usan preparaciones que contienen un
60 % o mas de VLP en las composiciones de vacuna finales. En una realizacion adicional, se usan preparaciones
que contienen un 70 % o mas de VLP en las preparaciones de vacuna finales. En otra realizaciéon, se usan
preparaciones que contienen un 80 % o mas de VLP en las composiciones de vacuna finales.

Las VLP pueden purificarse adicionalmente mediante técnicas estandares, tales como cromatografia, para retirar las
proteinas de la célula hospedadora contaminantes u otros compuestos tales como LPS. En una realizacion de la
presente invencion, las VLP se purifican para retirar LPS.

En una realizacién de la presente invencion, las proteinas de cubierta se ensamblan proporcionando un virus
recombinante en la célula hospedadora y pueden usarse para producir particulas viricas infecciosas que
comprenden acido nucleico y proteina de fusién. Esto puede posibilitar la infeccion de células adyacentes por la
particula virica infecciosa y la expresion de la proteina de fusion en la misma. En esta realizacion, la célula
hospedadora usada para replicar el virus puede ser una célula de planta, célula de insecto, célula de mamifero o
célula bacteriana que permitira replicar al virus. La célula puede ser una célula hospedadora natural para el virus del
que deriva la particula de tipo virico, pero esto no es necesario. La célula hospedadora puede infectarse inicialmente
con virus en forma de particula (concretamente, en varillas ensambladas que comprenden acido nucleico y una
proteina) o como alternativa en forma de acido nucleico (concretamente, ARN tal como ARN virico; ADNc o
transcritos de desprendimiento preparados a partir de ADNc) a condicion de que el acido nucleico virico usado para
la infeccion inicial pueda replicarse y causar la produccion de particulas viricas completas que tienen la proteina
quimérica.

Caracteristicas de las proteinas de cubierta recombinantes

Puede analizarse en las proteinas de cubierta recombinantes su capacidad de multimerizar y autoensamblarse en
una VLP mediante técnicas estandares. Por ejemplo, visualizando la proteina recombinante purificada por
microscopia electrénica (véase por ejemplo el Ejemplo I). La formacién de VLP puede determinarse también
mediante ultracentrifugacion, y puede usarse espectrofotometria de dicroismo circular (DC) para comparar la
estructura secundaria de las proteinas recombinantes con el virus WT (véase, por ejemplo, el Ejemplo I).

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 analisis de degradacion de proteinasa K (véase el Ejemplo Il). Segun una realizacion
de la presente invencion, PapMV y VLP de PapMV de la invencion son estables a temperaturas elevadas y pueden
almacenarse facilmente a temperatura ambiente.

EVALUACION DE LA EFICACIA

Para evaluar la eficacia de los SPA de la presente invencién como vacunas, pueden realizarse estudios de
exposicion. Dichos estudios implican la inoculacién de grupos de animales de prueba (tales como ratones) con un
SPA de la presente invencion mediante técnicas estandares. 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 vacunacion, 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
inoculacion, asi como después de la exposicion, la respuesta de anticuerpo ante el virus. Las pruebas adecuadas
para la respuesta de anticuerpo incluyen, pero sin limitacion, analisis de transferencia Western y ensayo de
inmunosorcién ligado a enzima (ELISA). Puede monitorizarse también en los animales el desarrollo de otras
afecciones asociadas a la infeccion 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.

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
presentacion cruzada de un epitopo expresado en una VLP de PapMV ante linfocitos T especificos por células
dendriticas in vitro e in vivo. Ofras técnicas utiles para valorar la inducciéon de inmunidad celular (linfocitos T)
incluyen la monitorizacion de la expansion de linfocitos T y la liberacion de secrecion de IFN-y, por ejemplo, por
ELISA para monitorizar la inducciéon de citocinas (véase el Ejempilo Il1).

La extension de la infeccion puede valorarse también mediante la medida del titulo virico pulmonar usando técnicas
estandares después del sacrificio del animal.

Produccion de soluciones madre de PapMV o VLP
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Pueden prepararse soluciones madre de PapMV o VLP recombinantes mediante técnicas estandares. 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.

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 expresién que codifica la proteina de cubierta recombinante
que constituye la VLP. Se cultivan entonces las células hospedadoras en condiciones que favorezcan la expresion
de la proteina codificada, como es conocido en la materia. La proteina de cubierta expresada multimerizara y se
ensamblara en VLP en la célula hospedadora y puede aislarse de las células mediante técnicas estandares, por
ejemplo, rompiendo las células y sometiendo el lisado celular a una o mas etapas de purificacion cromatografica.

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 facilmente a temperatura ambiente o en
una nevera.

COMPOSICIONES DE VACUNA

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

Las composiciones pueden formularse para administracion por una variedad de vias. Por ejemplo, las
composiciones pueden formularse para administracion oral, tdpica, rectal, nasal o parenteral o para administracion
por inhalaciéon o pulverizador. El término parenteral como se usa en la presente memoria incluye inyecciones
subcutanea, intravenosa, intramuscular, intratecal, intraesternal o técnicas de infusion. La administracion intranasal
al sujeto incluye la administracion de la composicion farmacéutica a las membranas mucosas de la fosa nasal o la
cavidad nasal del sujeto. En una realizacion de la presente invencion, las composiciones se formulan para
administracion topica, rectal o parenteral o para administracion por inhalaciéon o pulverizador, por ejemplo por via
intranasal. En otra realizacion, las composiciones se formulan para administracién parenteral.

Las composiciones comprenden preferiblemente una cantidad eficaz de uno o mas SPA de la invencién. 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 indicaciéon dada debe estimarse
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 concentracion y
via de administracion apropiados. Dicha informacion puede usarse entonces para determinar las dosis y vias de
administracion utiles en el animal para tratar, incluyendo seres humanos. En una realizacion de la presente
invencion, la dosis unitaria comprende entre aproximadamente 10 ug y aproximadamente 10 mg de proteina. En ofra
realizacion, la dosis unitaria comprende entre aproximadamente 10 ug y aproximadamente 5 mg de proteina. En una
realizacion adicional, la dosis unitaria comprende entre aproximadamente 40 ug y aproximadamente 2 mg de
proteina. Pueden usarse una o mas dosis para inmunizar el animal, y estas pueden administrarse el mismo dia o
durante el transcurso de varios dias o semanas. En una realizacién de la invencion, se administran dos o mas dosis
de la composicion al animal para tratar. En otra realizacion, se administran tres o mas dosis de la composicién al
animal para tratar.

Como se indica anteriormente, el SPA de la presente invencion puede comprender una pluralidad de antigenos, y un
solo SPA puede proporcionar por tanto una formulaciéon de vacuna multivalente. Las formulaciones de vacuna
multivalentes incluyen formulaciones divalentes y trivalentes ademas de vacunas que tienen valencias superiores.
Se contemplan también composiciones de vacuna multivalentes que comprenden una pluralidad de SPA, estando
cada SPA combinado con un antigeno diferente. Las vacunas multivalentes son Uutiles, por ejemplo, para
proporcionar proteccion ante mas de una cepa de la gripe. Una realizacion de la presente invencion proporciona una
vacuna multivalente. Otra realizacién de la invencién proporciona una vacuna multivalente que comprende una
pluralidad de SPA (concretamente dos o mas), comprendiendo cada SPA un antigeno diferente.

En una realizacién especifica de la presente invencién, se proporciona una vacuna multivalente que comprende un
SPA que incluye un antigeno de la proteina M2 y un SPA que incluye un antigeno de una proteina de la gripe
diferente. En otra realizacién de la presente invencién, se proporciona una vacuna multivalente que comprende un
SPA que incluye un primer antigeno de la proteina M2 y un SPA que incluye un segundo antigeno de la proteina M2.

Pueden formularse composiciones para uso oral, por ejemplo, como comprimidos, trociscos, pastillas para chupar,
suspensiones acuosas u oleosas, polvos o granulos dispersables, emulsiones, capsulas de emulsion dura o blanda
o jarabes o elixires. Dichas composiciones pueden prepararse segun procedimientos estandares conocidos en la
materia para la fabricacién de composiciones farmacéuticas y pueden contener uno o mas agentes seleccionados
del grupo de agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes y agentes conservantes para
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proporcionar preparaciones farmacéuticamente elegantes y apetecibles. Los comprimidos contienen el SPA
mezclado con excipientes no téxicos 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 granulacién y disgregacion tales como almidéon de maiz o acido alginico; agentes aglutinantes tales
como almidén, gelatina o goma arabiga y agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, acido estearico o
talco. Los comprimidos pueden no estar recubiertos, o pueden estar recubiertos por técnicas conocidas para retardar
la disgregacion y absorcion en el tracto gastrointestinal y proporcionar asi una accion prolongada durante un periodo
mas largo. Por ejemplo, puede emplearse un material de retardo temporal tal como monoestearato de glicerilo o
diestearato de glicerilo.

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

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

Las composiciones formuladas como suspensiones acuosas contienen el SPA mezclado con uno o mas excipientes
adecuados, por ejemplo, con agentes de suspension tales como carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, hidroxipropil-B-ciclodextrina, goma de tragacanto y
goma arabiga; agentes dispersantes o humectantes tales como fosfatida de origen natural, por ejemplo lecitina, o
productos de condensacion de un 6xido de alquileno con acidos grasos, por ejemplo estearato de polioxietileno, o
productos de condensacion de o6xido etileno con alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo
heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de
acidos grasos y un hexitol, por ejemplo monooleato de polioxietilensorbitol, o productos de condensacion de éxido
de etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de
polietilensorbitol. Las suspensiones acuosas pueden contener también uno o mas conservantes, por ejemplo p-
hidroxibenzoato de etilo o n-propilo, uno o mas agentes colorantes, uno o mas agentes aromatizantes o uno o mas
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
parafina liquida. Las suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo cera de abejas,
parafina dura o alcohol cetilico. Pueden afiadirse opcionalmente agentes edulcorantes tales como los expuestos
anteriormente y/o agentes aromatizantes para proporcionar preparaciones orales apetecibles. Estas composiciones
pueden conservarse mediante la adicién de un antioxidante tal como acido ascérbico.

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

Las composiciones de la invencion 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 liquida, o puede ser una mezcla de estos aceites. Los agentes emulsionantes adecuados para
inclusion en estas composiciones incluyen gomas de origen natural, por ejemplo goma arabiga o goma de
tragacanto; fosfatidas de origen natural, por ejemplo lecitina de judia de soja; o ésteres o ésteres parciales derivados
de acidos grasos y hexitol, anhidridos, por ejemplo monooleato de sorbitan y productos de condensacion de dichos
ésteres parciales con 6xido de etileno, por ejemplo monooleato de polioxietilensorbitan. Las emulsiones pueden
contener opcionalmente también agentes edulcorantes y aromatizantes.

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

Las composiciones pueden formularse como una suspension acuosa u oleaginosa estéril inyectable segun
procedimientos conocidos en la materia y usando uno o mas agentes dispersantes o humectantes y/o agentes de
suspension adecuados, tales como aquellos mencionados anteriormente. La preparacion inyectable estéril puede
ser una solucién o suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente no toxico parenteralmente aceptable,
por ejemplo como solucién en 1,3-butanodiol. Los vehiculos y disolventes aceptables que puede emplearse incluyen,
pero sin limitacién, solucion de Ringer, solucion lactica de Ringer y solucion isoténica de cloruro de sodio. Otros
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ejemplos incluyen aceites estériles no volatiles que se emplean convencionalmente como disolvente o medio de
suspension, y una variedad de aceites insipidos no volatiles incluyendo, por ejemplo, mono- o diglicéridos sintéticos.
Pueden usarse también acidos grasos tales como acido oleico en la preparacion de inyectables.

Opcionalmente, la composicion de la presente invencion puede contener conservantes tales como agentes
antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes y/o estabilizantes tales como un carbohidrato
(p-€j., sorbitol, manitol, almidén, sacarosa, glucosa o dextrano), una proteina (p.ej., albumina o caseina) o un agente
que contiene proteina (p.ej., suero bovino o leche desnatada) junto con un tampoén adecuado (p.ej. tampon fosfato).
El pH y concentracion exacta de los diversos componentes de la composicion pueden ajustarse segun parametros
bien conocidos.

Adicionalmente, pueden afadirse opcionalmente a la composicién de vacuna uno o mas compuestos que tienen
actividad coadyuvante. Los coadyuvantes adecuados incluyen, por ejemplo, coadyuvantes de aliumina (tales como
hidroxido, fosfato u 6xido 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
and Antigen Delivery Properties of Virosomes”, Glick, R., et al., 2005, Current Drug Delivery, 2: 395-400) y pueden
usarse junto con un SPA de la invencion.

Como se indica anteriormente y se demuestra en la presente memoria, PapMV y VLP de PapMV tienen propiedades
coadyuvantes. Por consiguiente, en una realizacion de la invencion, las composiciones de vacuna comprenden
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 inyeccion (véase, por
ejemplo, el Ejemplo XI).

Las composiciones de vacuna opsonizadas estan también englobadas por la presente invencién, por ejemplo
composiciones de vacuna que comprenden anticuerpos aislados de animales o seres humanos previamente
inmunizados con la vacuna, antigeno o VLP de PapMV. Podrian usarse también anticuerpos recombinantes
basados en anticuerpos aislados de animales o seres humanos previamente inmunizados con la vacuna, antigeno o
VLP de PapMV para opsonizar la composiciéon de vacuna.

Estan también englobadas por la presente invencion composiciones de vacuna que comprenden un SPA de la
presente invencion en combinacion con una vacuna de la gripe comercialmente disponible.

Son conocidos en la materia otras composiciones farmacéuticas y procedimientos de preparacion de composiciones
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

La presente invencion 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 antigeno de la gripe, y el uso del SPA para cribar anticuerpos de un virus de la gripe. La
presente invencion proporciona por tanto también procedimientos para potenciar y/o inducir una respuesta
inmunitaria ante un antigeno de la gripe en un animal. También el uso de PapMV, VLP y SPA de la invencién para la
preparacion de medicamentos, incluyendo vacunas y/o composiciones farmacéuticas, esta dentro del alcance de la
presente invencion.

El SPA de la presente invencién puede usarse para inducir una respuesta inmunitaria ante una o mas de una cepa
de virus de la gripe, dependiendo de los antigenos seleccionados para inclusion en el SPA. El SPA es adecuado
para uso en seres humanos asi como animales no humanos, incluyendo animales domésticos y de granja. El
régimen de administracion para el SPA no tiene que diferir de cualquier otro programa de vacunacion generalmente
aceptado. Puede usarse una sola administracién del SPA en una cantidad suficiente para provocar una respuesta
inmunitaria eficaz o, como alternativa, pueden usarse otros regimenes de administracion inicial del SPA seguida de
recuerdo, una o mas veces, con antigeno solo o con el SPA. De forma similar, puede darse el recuerdo con APS o
antigeno en momentos que tienen lugar bastante después de la administracion inicial si los titulos de anticuerpo
caen por debajo de los niveles aceptables. En una realizacion de la invencion, el régimen de administracion del SPA
comprende una dosis inicial del SPA mas una dosis de recuerdo del SPA. En otra realizacion, el régimen de
administracion del SPA comprende una dosis inicial del SPA mas dos o mas dosis de recuerdo del SPA. En una
realizacion adicional, el régimen de administracion del SPA comprende una dosis inicial del SPA mas tres o mas
dosis de recuerdo del SPA. Los regimenes de dosificacion apropiados pueden determinarse facilmente por el
especialista.

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

Una realizacion de la invencién proporciona el uso de una vacuna que comprende un SPA en que el uno o mas
antigenos estan en forma de una vacuna de la gripe convencional. Otra realizacién proporciona el uso de una
vacuna que comprende el SPA junto con vacunas de la gripe convencionales. De acuerdo con esta realizacion, la
vacuna de SPA puede administrarse concomitantemente a la vacuna convencional (por ejemplo, combinando las
dos composiciones) o puede administrarse antes o después de la administracion de la vacuna convencional.

Una realizacion de la presente invencion proporciona el uso de SPA como vacuna de la gripe en seres humanos.
Otra realizacion de la presente invencion proporciona el uso de un SPA que comprende uno o mas antigenos de las
cepas H1N1 y/o H3N2 de la gripe como vacuna de la gripe en seres humanos. En una realizaciéon especifica de la
presente invencion, se proporciona un SPA para uso como vacuna de la gripe humana que comprende al menos un
antigeno de M2. En otra realizacion, se proporciona un SPA que comprende al menos un antigeno de M2 que
comprende una secuencia aminoacidica 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
incluir opcionalmente uno o mas SPA distintos que comprenden antigenos diferentes de los del primer SPA, por
ejemplo antigenos 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 o0 44, o antigenos de otras proteinas de virus de la gripe, tales como NP o M1.

Una realizacion alternativa de la presente invencion proporciona el uso del SPA como vacuna de la gripe para no
humanos. Ofra realizacion proporciona el uso de un SPA que comprende uno o mas antigenos de las cepas H3NS8,
H7N7, HON2 y/o H5N1 de la gripe como vacuna de la gripe para no humanos. Una realizacion adicional, proporciona
el uso del SPA como vacuna de la gripe para mamiferos no humanos. Otra realizaciéon proporciona el uso del SPA
como vacuna de la gripe para aves. En una realizacién adicional de la presente invencion, se proporciona un SPA
para uso como vacuna de la gripe para mamiferos y/o aves que comprende al menos un antigeno que comprende
una secuencia aminoacidica como se expone en una cualquiera de las SEQ ID NO. 9, 41, 42 0 43, o un fragmento
de las mismas. En una realizacién especifica de la presente invencién, se proporciona un SPA adecuado para uso
como vacuna de la gripe para perros, gatos, caballos, cerdos, pollos, gansos y aguilas crestadas que comprende al
menos un antigeno que comprende una secuencia aminoacidica como se expone en la SEQ ID NO:9, o un
fragmento de la misma. La vacuna puede incluir opcionalmente uno o mas de otros SPA que comprenden antigenos
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 0
44. En otra realizacion de la presente invencion, se proporciona una vacuna para perros y/o caballos que comprende
un primer SPA que comprende un antigeno que incluye una secuencia aminoacidica como se expone en la SEQ ID
NO:9, o un fragmento de la misma, y un segundo SPA que comprende un antigeno que incluye una secuencia
aminoacidica como se expone en la SEQ ID NO: 10, o un fragmento de la misma. En una realizacion adicional, se
proporciona un SPA adecuado para uso como vacuna de la gripe para aves que comprende al menos un antigeno
que comprende una secuencia aminoacidica como se expone en la SEQ ID NO:41 o 43, o un fragmento de las
mismas.

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

La presente invencion proporciona también el uso del SPA como agente de cribado, por ejemplo, para cribar los
anticuerpos de la gripe. El SPA puede adaptarse facilmente a técnicas inmunoldgicas convencionales tales como
ensayo de inmunosorcion ligado a enzima (ELISA) o transferencia Western y es por tanto util en contextos de
diagndstico e investigacion.

KITS

La presente invencion proporciona adicionalmente kits que comprenden uno o mas SPA para uso como vacuna de
la gripe. Los componentes individuales del kit se envasarian en recipientes separados y, asociados a dichos
recipientes, puede haber un aviso en la forma prescrita por la agencia gubernamental reguladora de la fabricacion,
uso o venta de productos farmacéuticos o bioldgicos, reflejando dicho aviso la aprobaciéon por la agencia de
fabricacion, uso o venta. El kit puede contener opcionalmente instrucciones o indicaciones que resumen el
procedimiento de uso o régimen de administracion de la vacuna.

Cuando uno o mas componentes del kit se proporcionan como soluciones, por ejemplo una soluciéon acuosa o una
solucion 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 solucién a un sujeto o aplicarse y mezclarse con los
demas componentes del kit.

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 reconstitucién de los componentes liofilizados. Independientemente
del nimero o tipo de los recipientes, los kits de la invencién pueden comprender también un instrumento para ayudar
a la administraciéon de la composicién a un paciente. Dicho instrumento puede ser un inhalador, dispositivo
pulverizador nasal, jeringuilla, pipeta, pinza, cucharilla medidora, gotero ocular o vehiculo de suministro
médicamente aprobado similar.

Se proporcionan también kits de cribado que contienen uno o mas SPA de la invencién para uso en la deteccién de
anticuerpos. Los kits pueden ser kits de diagnostico o kits pretendidos con fines de investigacion. Los componentes
individuales del kit se envasarian en recipientes separados y, asociado a dichos recipientes, puede haber un aviso
en la forma prescrita por la agencia gubernamental que regula la fabricacion, uso o venta de productos biolégicos,
reflejando dicho aviso la aprobacion por la agencia de la fabricacion, uso o venta del producto biolégico. El kit puede
contener opcionalmente instrucciones o indicaciones que resumen el procedimiento de uso o régimen de
administracion de la vacuna.

Para conseguir una mejor comprension de la invencion descrita en la presente memoria, se exponen los siguientes
ejemplos. Se entendera que estos ejemplos pretenden describir realizaciones ilustrativas de la invencién, y no
pretenden limitar el alcance de la invencion en modo alguno.

EJEMPLOS

EJEMPLO I: Efecto de las mutaciones sobre la unién a ARN y autoensamblaje de la proteina de cubierta de
PapMV

Se uso proteina de cubierta de PapMV (CPANS5; mostrada en la SEQ ID NO: 3) que alberga la insercion de una
alanina en posicion 2 y en que se eliminaron 5 aminoacidos del extremo N de la secuencia WT para crear una serie
de mutantes como se resume en Tremblay, M-H., et al., 2006, FEBS J., 273: 14-25. Basandose en el alineamiento
de las secuencias aminoacidicas de 19 CP de potexvirus entre el aminoacido 90 y 169 de CP de PapMV, que revelo
que el aminoacido correspondiente a la posicion 128 de la CP de PapMV es una A en la mayoria 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 interaccion con el ARN gendémico y desempefien un papel importante en el ensamblaje y
empaquetado del genoma virico (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 electronica y marcaje con inmuno-oro

Se diluyeron las VLP o virus en Tris-HCI 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
se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos con anticuerpos de asno anti-conejo conjugados con
particulas 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 tifieron como se describe anteriormente.

Espectroscopia de dicroismo circular

Se registraron los espectros de DC en un monocromador de barrido rapido Olis RSM 1000 (Olis, Conway
DriveSuites A & B, Bogart, GA, EE.UU.) a 20 °C. 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
([S]IMRy, en grad x cm? x dmol) usando la ecuacioén: [§]MRw = [6]*MRW/(10 x ¢ x I), en que [] es la elipticidad en
grados, MRW es el peso molecular medio de los residuos en la proteina (se us6 108 en este estudio), c es la
concentracion de proteina en g/ml y | 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) pag.
635-652, Kluwer Academic / Plenum Publishers).

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 concentracion de 1,5 mg/ml y 5,5 mg/ml.

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

Se genero6 la sonda de ARN mediante transcripcion 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 linealizoé el clon con EcoRI antes de la transcripcion in vitro. Se purificé el transcrito de ARN en una
columna G50 Quick Spin para purificacion de ADN/ARN (Roche 1273 965). Se us6 el mismo procedimiento para
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generar un transcrito de los 1800 nucleétidos 5 de PapMV para el ensayo de ensamblaje in vitro. Se desfosforild la
sonda de ARN usando fosfatasa alcalina de gamba (Fermentas, Hanover, MD, EE.UU., EFO511) y se marcé con
gamma **P-ATP usando polinucledtido cinasa T4 (NEB, Ipswich, MA, EE.UU., M0201 S) Se purificé entonces la
sonda usando columnas G-50 Quick Spin como anteriormente. Se |ncubo el ARN marcado con proteinas
recombinantes a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se usaron 165 fmol de ARN para cada reaccion y
diversas cantidades de proteinas recombinantes purificadas en el tampon de ensamblaje in vitro, que contenia 7,5 U
de inhibidor de ARNasa (Amersham Biosciences 27-081601). El volumen final de la reacciéon era de 10 pl; se
afadieron 2 pl de tinte de carga a la muestra antes de cargar en gel de poliacrilamida nativo al 5 %. Se efectud la
electroforesis en tampon 0,5X Tris-borato-EDTA durante 90 minutos a 10 mA. Se secd el gel, se sometié a
autorradiografia durante 16 horas en pelicula Kodak BioMax MS (Amersham Biosciences V8326886) y se reveld.

Purificacion de PapMV y aislamiento de discos

Se purific6 PapMV mediante centrifugacion diferencial a partir de hojas de papaya infectadas que mostraban
sintomas del mosaico. Se molieron las hojas infectadas (100 g) en 100 ml de Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) que contenia
EDTA 10 mM en una batidora comercial. Se filtraron las hojas molidas a través de tela de gasa, se afiadié Triton X-
100 al 1 % al filtrado y se agit6 suavemente el filtrado durante 10 min. Se afadi6 cloroformo gota a gota hasta un
volumen equivalente a un cuarto del volumen del filtrado. Se agito la solucién durante 30 min adicionales a 4 °C y se
centrifugd durante 20 min a 10.000 g para retirar el precipitado. Se sometid el sobrenadante a centrifugacién a alta
velocidad (100.000 g) durante 120 min. Se suspendid el sedimento virico y se sometié a otra centrifugacion a alta
velocidad a través de un cojin de sacarosa (sacarosa al 30 %) a 100.000 g durante 3,5 h. Se suspendi6 el sedimento
virico final en 10 ml de Tris 50 mM (pH 8,0). Si persistia el color, se efectu6 una clarificacion adicional con
cloroformo. Se recogi6 el virus purificado por ultracentrifugacion. Se efectud el aislamiento de los discos mediante el
procedimiento de degradacion con acido acético como se ha descrito anteriormente (Erickson, et al., 1976, Virology,
72, 514-7).

Digestién con tripsina

Se incubaron 10 ug de proteina a 37 °C en un volumen de 50 pl durante 120 minutos en tampén Tris-HCI 100 mM a
pH 8,5 con 0,2 pg de tripsina (Roche, Indianapolis, IN, EE.UU., 1418475). Se detuvo la reaccion mediante la adicion
de 10 pl de tinte de carga que contenia 5 % de SDS, DTT 5 mMy 40 % de glicerol. Se hirvié la muestra durante 5
minutos antes de cargar en geles de PAGE-SDS. Se visualizaron las proteinas por tincién con azul de Coomassie.

Resultados

La CP de PapMV alberga dos residuos M en las posiciones 1y 6 del marco abierto de lectura (ORF) de CP. No esta
claro si se usan ambos de estos codones de iniciacion durante la replicacion del virus. Sin embargo, se ha mostrado
que una gran proporcion de la CP del virus purificado carece de varios aminoacidos en el extremo N (Zhang, et al.,

1993, J. Mol. Biol. 234, 885-7). Para asegurar la produCC|on de solo un marco abierto de lectura en E. coli, se
retiraron los 5 aminoacidos N-terminales de tal modo que M® sirviera como codén de iniciacion. La introduccion del
codon de iniciacion en el sitio Ncol introdujo una A extra que se encuentra en todos los constructos. Se afiadié un
marcador 6XH en el extremo C de la proteina para facilitar el proceso de purificacién. Se expresé la proteina
recombinante CPANS en BL21 de E. coli (pLysS) y mostré un peso molecular (PM) ligeramente mayor que el de CP
WT extraida de virus purificado. La diferencia observada entre las dos proteinas esta probablemente causada por la
fusion con marcador 6XH en el extremo C. Se purificé por afinidad la proteina recombinante usando una columna de
NiZ* y se eluyo6 usando imidazol 1 M. Se estim6 el rendimiento de la proteina recombinante purificada en 40-50 mg/I.

El ensayo de transferencia Western que usa un anticuerpo originado ante CP de PapMV WT confirmé que la
proteina 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,
K133-K137/A, D142-D145/A, R161A y E166-E167-R168/A, producian proteinas inestables y eran indetectables o se
expresaban a muy bajo nivel. Es probable que la mutagénesis en esta regién conservada afectara al plegamiento
nativo de la CP. Los mutantes K97A, R104K105R108/A, E128A y E148A pudieron expresarse a un nivel similar a
CPANS5 vy purificarse facilmente usando un marcador 6xH como se muestra con CPANS. Sin embargo, la retirada del
imidazol durante la dialisis hizo que los mutantes R104K105R108/A y E148A agregaran y precipitaran y es probable
que las mutaciones afectaran al plegamiento de la proteina.

El constructo CPAN5 se autoensambld en VLP en E. coli como se muestra por la microfotografia electrénica de la
proteina recombinante purificada. Las VLP eran similares en forma y diametro a las particulas del virus nativo. Para
analizar y cuantificar la proporcién de proteina purificada que se encontraba como VLP, se separaron las VLP y
agregados menores por ultracentrifugacion a 100.000 g durante 2 horas. Se encontraron la mayoria de las proteinas
CPANS (80 %) en el sobrenadante. Se encontraron las VLP en el sedimento y dan cuenta del 20 % de la proteina
recombinante purificada total. Sin embargo, la proteina purificada K97A permanecia en el sobrenadante después de
la ultracentrifugacion. Por el contrario, la proteina recombinante E128A se encontraba totalmente en el sedimento
después de la ultracentrifugacion.
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La microscopia electrénica reveld que las VLP de E128A aisladas del sedimento de alta velocidad son similares al
virus WT. Se midié la longitud de 150 VLP para cada una de CPAN5 y E128A y se determind la longitud promedio.
Las VLP de CPANS5 parecian 10 veces mas 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 mas largas que las VLP de CPANS,
sugiriendo que este mutante puede apoyar mas eficazmente la iniciacion y alargamiento del ensamblaje. Finalmente,
una microfotografia electronica de la proteina K97A purificada reveld agregados desorganizados de 15 a 50 nm de
diametro. El contorno de los agregados era irregular, mostrando que esta proteina no puede autoorganizarse en
VLP.

La purificacion de las LVP usando la columna de Ni’+ era eficaz, sugiriendo que el marcador 6XH esta localizado en
la superficie y disponible para interaccion con la columna de afinidad. Para confirmar esta hipétesis, se efectud un
experimento de marcaje con inmuno-oro en VLP de CPAN5 usando antisuero de conejo anti-marcador 6XHis
seguido de un anticuerpo secundario de asno anti-conejo marcado con particulas de oro. Como se esperaba, las
VLP estaban decoradas con particulas de oro, demostrando por tanto que se tolera la fusidon de un péptido (6XH)
con el extremo C y se expone en la superficie de las VLP. Esta exposiciéon en superficie de péptidos fusionados C-
terminales demuestra la idoneidad del extremo C como punto apropiado para conectar un inmundégeno.

Se us6 espectrofotometria de dicroismo circular (DC) para comparar la estructura secundaria de las proteinas
recombinantes con el virus WT. Se estim6 que la estructura secundaria de CPANS5 era un 49 % de hélices a y un
15 % de ovillo aleatorio. Los espectros de DC de VLP de CPANS y virus WT mostraron un perfil ligeramente
diferente (Fig. 2A). La sefal de DC medida a 208 nm era mas pronunciada para el virus WT que para las VLP de
CPANS5 (Fig. 2A). De forma interesante, la sefial de DC medida con VLP de E128A a 208 nm se superponia con la
del virus WT (Fig. 2A).

La sefial de DC de los discos aislados (sobrenadante de alta velocidad de la proteina purificada) de CPANS5 era
idéntica a la de los discos aislados del virus purificado usando el procedimiento de acido acético (Fig. 2B). Es
interesante indicar que la sefial de DC medida con discos en general a 208 nm era menos pronunciada que con
VLP. Este resultado sugiere que el contenido de hélices a aumenta cuando los discos se ensamblan en VLP.
Finalmente, se comparé el plegamiento de la proteina purificada K97A con el sobrenadante de alta velocidad de
CPANS. Ambas proteinas mostraron un perfil de DC idéntico (Fig. 2E).

Se obtuvieron también los espectros entre 250 y 350 nm para medir la absorcién de residuos aromaticos y residuos
de triptéfano en la proteina. Un cambio en el entorno de esos residuos afecta a la sefal registrada e indica variacion
en la estructura terciaria. Las VLP de CPAN5 y E128A parecian ser similares (Fig. 2D), indicando que las estructuras
terciarias son las mismas para ambas VLP. Los espectros de los discos de CPAN5 y K97A eran muy similares, lo
que sugiere que ambas proteinas tienen una estructura terciaria similar (Fig. 2E). Las ligeras diferencias en la
intensidad de las curvas entre las muestras eran probablemente debidas a una pequefa variacion de las
concentraciones de proteina.

Se encontré un 80 % de la CPANS recombinante purificada y todas las proteinas K97A como multimero (discos) en
el sobrenadante después de la ultracentrifugacion. Para medir el nivel de multimerizacion de estas proteinas, se
analiz6 el sobrenadante de alta velocidad de CPANS y la proteina purificada K97A usando Superdex™ 200. Para
CPANS, la mayoria de las proteinas eluyeron en forma de un complejo de alto peso molecular de 450 kDa (Fig. 3A)
que corresponde a un multimero de aproximadamente 20 subunidades (el peso molecular de la subunidad proteica
es de 23 kDa). Se recogio el segundo pico que eluye a 81,27 ml y se cargd en una columna Superdex™ 75 para
mejorar la resolucion. La proteina eluyé en forma de una proteina de 39 kDa. Se sometié una muestra de este pico a
PAGE-SDS y mostré una unica banda menor que CPAN5 que corresponde a un producto de degradacion de
CPANS. Es posible que esta proteina degradada sea incapaz de formar un complejo de alto peso molecular y
permanezca en forma de dimero en solucién.

El perfil de elucion de K97A puede dividirse en 3 picos principales (Fig. 3B). El segundo pico eluia a 50 ml y se
superponia con los discos de CPAN5 (Fig. 3A), con lo que probablemente corresponda a la estructura de disco. El
primer pico eluia a entre 41 y 43 ml y corresponde a material agregado que es mayor de 700 kDa de tamafio. El
patron de elucion 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 especificas. El
tercer pico no se analizé adicionalmente y probablemente corresponda a una proteina truncada como se muestra
para el constructo de CPANS5. Estos resultados confirman que K97A es capaz de formar discos con ofras
subunidades proteicas pero es incapaz de ensamblarse en VLP en E. coli.

Se aislaron discos de CPAN5 del sobrenadante de alta velocidad de las proteinas purificadas por cromatografia de
afinidad y se usaron para un ensayo de ensamblaje in vitro. Se aislaron discos de un diametro de 17 nm por filtracion
en gel. Se incubaron 50 ml de discos de CPANS a una concentraciéon de 1 mg/ml con 0,05 mg de ARN durante 30
minutos a temperatura ambiente. La microscopia electrénica demostré que el ARN y la proteina 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
subunidades son los bloques de construccion de las VLP in vitro. La proteina recombinante K97A purificada no
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consiguio 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 CPAN5 y E128A contienen ARN, se midié la relaciéon de 280/260 de las diferentes VLP en el
espectrofotometro y se comparé con las proteinas del virus purificado (Tabla 2). Como se esperaba, las VLP
mostraban una menor relacién de 280/260 que los discos debido a su menor nivel de ARN. La relacién de 280/260
de las VLP de E128A era comparable con el virus purificado. De forma interesante, esta relaciéon era un 50 % mayor
con VLP de CPANS. La relacion de 280/260 de los discos aislados de CPAN5 y K97A era comparable a los discos
extraidos con acido acético del virus purificado.

Tabla 2: DO 280/260 para VLP de PapMV

Virus o VLP Discos extraidos de:

PapMV VLP de CPANS VLP de E128A PapMV VLP de CPANS VLP de E128A
purificado purificado

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 CPAN5 y E128A y se compararon con K97A. Se uso el sobrenadante de alta velocidad
de CPANS para el aislamiento del multimero de 450 kDa (discos). Puesto que el mutante E128A elabora solo VLP
en E. coli, se rompieron estas usando tratamiento con acido 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 ul que
contenia 165 fmol de una sonda de ARN marcada con *°P compuesta por un transcrito de 80 nucledtidos de la
region 5’ no codificante de PapMV. Se separ6 el complejo de proteina-ARN mediante un ensayo de desplazamiento
de la movilidad electroforética (EMSA). Los discos de CPANS5 interaccionaban con la sonda de manera cooperativa e
inducian un desplazamiento con 500 ng (22 pmol) de proteinas. Este resultado muestra que los discos de CPANS5,
que estan exentos de ARN después del aislamiento, son capaces de interaccionar con ARN in vitro solo cuando se
alcanza una relacion molar de 1.000 (discos/ARN), que corresponde a una afinidad débil por ARN. Cuando se
efectud un experimento similar con los discos aislados del mutante E128A y la misma sonda, los discos de E128A se
unian a ARN mas eficazmente que CPAN5. Tan solo 50 ng de proteina era suficiente para crear un complejo de
proteina-ARN. Las proteinas K97A purificadas en las mismas condiciones no conseguian, incluso a mayor
concentracion (hasta 1500 ng) inducir la formaciéon de un complejo de proteina-ARN. Se repitié el EMSA con ARN
extraidos de VLP de CPAN5 que se marcaron con se describe anteriormente y se obtuvieron los mismos resultados
con este ARN que no contiene la sefial de empaquetamiento de PapMV.

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 monitorizd su resistencia térmica por espectrofotometria de DC. Las VLP de CPAN5 y
los virus resistian ambos altas temperaturas (mas de 60 °C) antes de mostrar ningun signo de fatiga (Fig. 4A). El
PapMV purificado era la estructura mas estable ensayada y podia resistir temperaturas cercanas a 100 °C. La
temperatura de inactivacion resefiada para PapMV es de 70 °C. Las VLP de CPANS5 eran mas sensibles que el virus
WT, probablemente debido a la presencia del marcador 6xHis localizado en el extremo C. Las VLP de E128A
parecian mas sensibles al calor y mostraban signos de fatiga a 42 °C (Fig. 4A). Los discos se desnaturalizaban
rapidamente a 40 °C (Fig. 4B). Este resultado sugiere que el empaquetamiento de los discos en la estructura de
varilla mejora considerablemente la estabilidad.

El tratamiento de PapMV con tripsina da como resultado una escisién, presuntamente en el aminoacido 198 del
extremo C. En estas condiciones, la proteina restante era resistente a la proteasa. Se efectué un ensayo similar en
el virién purificado y VLP y discos recombinantes que indicé que PapMV no parecia estar afectado por la tripsina. La
microscopia electronica confirmd que el virus tratado era idéntico en apariencia al virus no tratado, sin embargo,
tanto los discos aislados de CPANS como las VLP de CPAN5 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 estan disponibles en la superficie de las VLP. E128A mostraba una resistencia a
la tripsina similar al virus WT.

EJEMPLO II: Produccion y genomanipulacion de VLP de gp100 de PapMV y de Flu de PapMV

Clonacioén del gen de CP de PapMV

Se uso el gen de proteina de cubierta (CP) de PapMV CPANS (véase el Ejemplo 1) y se preparé como se describe
en Tremblay, M-H., et al., 2006, FEBS J., 273: 14-25. Brevemente, se amplificé el gen de CP por PCR-TI a partir de
ARN virico usando los siguientes cebadores oligonucleotidicos.

Cebador de codificacion de CPANS:

5°-AGTCCCATGGATCCAACGTCCAATCTTCTG-3’ [SEQ ID NO:1 9]
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Cebador inverso de CPANS5:
ATGCGGATCCTTACTAATGGTGATGGTGATGGTGTTCGGGGGGTGGAAG-

3’ [SEQ ID NO:20]

Se digirié el producto de PCR con Ncol y BamHI y se insertd en el vector pET-3d, generando el clon de VLP de
PapMV CPANS, en que se eliminaron 5 aminoacidos del extremo N de la secuencia WT. La VLP de PapMV alberga
también la insercion de una alanina en posicion 2 de la proteina recombinante. Se muestra en la Fig. 1C la
secuencia aminoacidica del clon de VLP de PapMV CPANS5 [SEQ ID NO:3].

Clonacién y genomanipulacion de constructos de gp100 de PapMV y Flu de PapMV

Se eligieron epitopos de 9 unidades de HLA-A*0201 del antigeno tumoral bien definido gp100 (IMDQVPFSV; SEQ
ID NO:21) y de la proteina M1 de la gripe (GILGFVFTL; SEQ ID NO:22). Se flanquearon los epitopos 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).

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

oligonucledtido de gp100 codificante:

5-
CTAGTTCTTCTGCGTTCACCATCATGGACCAGGTTCCGTTCTCTGTTTCTGT
TTCTCAGCTGA-3’ [SEQ ID NO: 23],

y oligonucledtido de gp100 anticodificante:
g7
CTAGTCAGCTGAGAAACAGAAACAGAGAACGGAACCTGGTCCATGATGG
TGAACGCAGAAGAA-3’ [SEQ ID NO:24].

Se reasociaron estos dos oligonucleétidos y se clonaron en el sitio Spel y Mlul del clon de CP de PapMV CPAN5
linealizado con las mismas enzimas.

Para generar el constructo de FLU de PapMV, se usaron los siguientes oligonucledtidos:
oligonucleétido de FLU codificante:

5.
CTAGTTCTCCGCTGACCAAAGGTATCCTGGGTTTCGTTTTCACCCTGACCG
TICCGTCTGAAA-3’ [SEQ ID NO:25],

y oligonucleétido de FLU anticodificante:

5.
CTAGTTTCAGACGGAACGGTCAGGGTGAAAACGAAACCCAGGATACCTTT
GGTCAGCGGAGAA-Y’ [SEQ ID NO:26).

Se reasociaron estos dos oligonucledtidos y se clonaron en el extremo C de CP de PapMV CPAN5 como se
describe anteriormente para el constructo de gp100.

Los constructos de gp100 de PapMV y FLU de PapMV resultantes comprendian el gen de CP de PapMV con la

fusion del péptido respectivo en su extremo C, seguida de un marcador 6xH para facilitar el proceso de purificacion.
Se confirmaron las secuencias de los clones de PapMV por secuenciacion de ADN.
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Expresion de PapMV, FLU de PapMV y gp100 de PapMV en E. coli

Se transformé la cepa de expresion en BL21(DE3) RIL de E. coli (Stratagene, La Jolla, CA) con el plasmido pET-3d
que contiene uno de los constructos descritos anteriormente y se mantuvo en medio 2xYT que contiene ampicilina
(50 pg/ml). Se hicieron crecer las células bacterianas a 37 °C hasta una densidad 6ptica de 0,6 a 600 nm y se indujo
la expresion de proteina con B-d-tiogalactopirandsido de isopropilo (IPTG) 1 mM. Se continud la induccion durante
16 h a 25 °C. Se recolectaron entonces las bacterias por centrifugacion durante 15 min a 6000 rpm. Se resuspendid
el sedimento en tampon de lisis enfriado con hielo (NaH2PO4 50 mm a pH 8,0, NaCl 300 mm, imidazol 10 mM,
fluoruro de fenilmetanosulfonilo 20 pM, lisozima 1 mg/ml) y se lisaron las bacterias mediante una pasada por una
prensa French. Se centrifugd el lisado dos veces durante 30 min a 13.000 rpm para eliminar el desecho celular. Se
incubo el sobrenadante con 1 ml de Ni-NTA (Qiagen, Valencia, CA) con agitacién suave durante 4 h a 4 °C. Se
cargaron los lisados en una columna y se lavaron las perlas con 3 x 15 ml de tampoén de lavado (NaH2PO4 50 mM a
pH 8,0, NaCl 300 mM) que contenia concentraciones crecientes de imidazol (10 mM, 20 mM y 50 mM). Se lavaron
entonces las perlas con 15 ml de tampén de trabajo (tampén Tris/HCI 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-HCI 10 mM, imidazol
50 mM, 0,5 % de Triton X100 a pH 8, y otro con Tris-HCI 10 mM, imidazol 50 mM, 1 % de Zwittergent a pH 8. Se
eluyeron las proteinas en tampon de trabajo que contenia imidazol 1 M. Se sometieron las proteinas eluidas a una
ultracentrifugacion 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 um. Se evaluaron las concentraciones de proteina mediante el kit de proteina por BCA (Pierce). Se
evaluo el nivel de LPS en las proteinas purificadas con la prueba de Limulus segun las instrucciones del fabricante
(Cambrex) y estaba por debajo de 0,005 unidades de endotoxina (UE)/ug de proteina. Este procedimiento procuraba
mas de 20 mg de VLP purificadas por litro de cultivo bacteriano.

Microscopia electrénica y PAGE-SDS

Se diluyeron las proteinas 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 tifieron con acetato de uranilo al 0,1 % durante 10 min a
temperatura ambiente. Se observaron entonces las rejillas en un microscopio electronico de transmision Jeol
JEM220FS. Se evalué la longitud promedio de 100 VLP usando el software Adobe Photoshop.

Se efectuaron analisis 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 proteinas por tincion con
azul de Coomassie (Bio-Rad). En algunos experimentos, se afiadié proteinasa K (Invitrogen) a una concentracion
final de 13 pg/ml.

Resultados

El analisis de microscopia electronica de las diferentes VLP de PapMV producidas en E. coli (Fig. 5B) revel6 la
estructura tipica en forma de varilla larga en el intervalo de 80 a 200 nm de longitud y un diametro de 15 nm de las
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 espontaneamente en VLP en E. coli que eran similares en tamafio y forma a las VLP de PapMV.

Se efectud un analisis de PAGE-SDS en preparaciones de VLP recientes y de 7 meses en PBS a 4 °C (Fig. 6). No
se detectaron evidencias de degradacion en el gel. Ademas, se incubaron las preparaciones durante 7 dias
adicionales a temperatura ambiente o a 37 °C, sin degradacion observable. Finalmente, se incubaron preparaciones
de PapMV con proteinasa K como control positivo de degradacion, lo que dio como resultado la rapida degradacion
de las VLP de PapMV genomanipuladas. La VLP de PapMV sin péptido de fusién era mas resistente a la proteinasa
K, sugiriendo que la fusion en el extremo C probablemente desestabiliza localmente esta region y aumenta la
susceptibilidad a esta enzima.

EJEMPLO Ill: Procesamiento in vitro y presentacion cruzada de los epitopos gp100 y M1 de la gripe
expresados en VLP de PapMV

Péptidos

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

Se cultivaron linfocitos T, células dendriticas (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, Canada) 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 pg/ml (los ultimos 3 de Invitrogen y Wisent).
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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 adicion 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).

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 centrifugacion en un medio de
separacion de linfocitos (Wisent). Se enriguecieron los monocitos después de 2 horas de adherencia en frascos o
placas de cultivo de tejido a 37 °C (3x10" células en T-25, 1,5x10" células/pocillo en placas de fondo plano de 6
pocillos o 5x10° 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
afnadieron de nuevo GM-CSF e IL-4 los dias 3 y 5. Se afiadieron VLP de PapMV (preparadas como se describe en el
Ejemplo 1) el dia 6 y se recolectaron el dia 7 para experimentos de reconocimiento y expansion.

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

Presentacion cruzada de CPA sometida a pulsos de PapMV

Se analizd en diferentes células diana la presentacion por MHC de clase | de epitopos definidos con linfocitos T
especificos de gp100 o M1 de gripe. Los clones de linfocitos T CD8" especificos de gp100 se proporcionaron
amablemente por el Instituto Nacional del Cancer; NIH, Bethesda, MD y eran especificos tanto del epitopo
restringido HLA-A*0201 nativo en posicion 209-217 (ITD QVP FSV; SEQ ID NO:27) como de la version modificada
con una M en posiciéon 210 (IMD QVP FSV; SEQ ID NO:21), que potenciaba la estabilidad del complejo de
péptido/MHC. Se expandieron linfocitos T especificos de gp100 usando el protocolo de expansion rapida descrito
por Dudley et al., 1999, J. Inmunother., 22: 288-298.

Se generaron lineas de linfocitos T especificos del epitopo 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 citometria
de flujo (FACScalibur; BD Biosciences, Mississauga, ON) con un anticuerpo especifico (OneLambda, Canoga Park,
CA). Se estimularon PBMC preparadas como se describe anteriormente en multiples pocillos de placas de 48
pocillos con 1 uM de péptido FLU sintético en medio descrito anteriormente. Se reestimularon los cultivos 7 dias mas
tarde con PBMC autdlogas sometidas a pulsos de péptido (1 uM durante 3 horas seguido de 3 lavados con PBS) o
con cultivos de linfocitos B estimulados con CD40. Se afiadié entonces interleucina (IL)-2 (Chiron, Emeryville, CA)
cada 2-3 dias a 150 Ul/ml y se mantuvieron los cultivos a entre 0,5 y 2X10° células/ml. Se valord la especificidad de
los cultivos individuales mediante ensayos de secrecion de interferon (IFN)-y por ELISA con anticuerpos acoplados
(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 presentacion 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 pg/ml durante 20 horas. Se recolectaron la
células, se lavaron dos veces con PBS y se sembraron en medio completo (a 4-10X10 células/pocillo) en placas de
96 pocillos. Se afiadieron linfocitos T especificos de gp100 o M1 de gripe a 2-10X10* células/pocillo en medio
completo durante 20 horas. Se recolectaron los sobrenadantes de cultivo y se evalud el interferén (IFN)-y 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 uM (Sigma) o lactacistina 20-25 yg/ml o MG-132 1,3-3,3
MM (los 2 ultimos de Calbiochem, San Diego, CA). Se lavaron las células con PBS y se resuspendieron en medio
que contenia 1/20 de la concentracion original de inhibidor. Se sometieron a pulsos las células tratadas con las
diferentes variantes de PapMV y se efectud el analisis de la presentacion mediada por MHC de clase | como se
describe anteriormente.

Expansioén 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 Il anterior) durante 20 horas. Se recolectaron las células y se lavaron dos veces con PBS. Se
cocultivaron las CPA sometidas a pulsos (2-5X10°) con PBMC autdlogas a 2X10° células en 500 pl de medio
completo, en pocillos individuales de una placa de 48 pocillos. Cuando el medio se volvié amarillo, se retiraron 200 pl
de medio y se afadieron 400 pl de medio completo reciente. Del dia 7 al dia 10, se afiadieron CPA sometidas a
pulsos de PapMV recientes (5X105; sometidas a pulsos durante 20 horas y lavadas dos veces con PBS) a cultivos
individuales. Se afiadi6 entonces IL-2 a 100 Ul/ml y cada 3 dias.

Se valoroé entonces la especificidad de linfocitos T del dia 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 evalud entonces la secrecion de IFN-y por ELISA
con anticuerpos acoplados (Endogen; Woburn, MA) como se describe en la materia (Lepage y Lapointe, 20086, ibid.).
Como alternativa, se valor6 la frecuencia de los linfocitos T especificos de antigeno por ensayo ELISPOT, usando
anticuerpos acoplados (MABTECH) segun las instrucciones del fabricante. Se contaron los puntos con un contador
automatizado (CTL Technologies, Cleveland, OH).

Resultados

Las CD se definen en la materia como las CPA 6ptimas, y se ha demostrado en el actual experimento y en la
materia que los linfocitos B expandidos después de estimulacién 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
especificos de epitopos de MHC de clase | de proteina 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 especificos de gp100.
A la inversa, solo las CPA sometidas a pulsos de Flu de PapMV se reconocieron por los linfocitos T especificos de
M1 de gripe (Fig. 7B). Se confirm¢ la especificidad de cada cultivo de linfocitos T sometiendo a pulsos linfocitos B
activados con CD40 con los péptidos sintéticos correspondientes a cada epitopo. Tampoco la adiciéon de Flu de
PapMV a linfocitos T especificos consiguié estimularles a secretar IFN-y, indicando que las CPA son esenciales para
el reconocimiento de péptido.

Para confirmar que HLA-A*02 era el elemento de restriccién implicado en la presentacion 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 especificos 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 n°
3 puede explicarse por el hecho de que la linea de linfocitos T de FLU era heterogénea, y pueden estar presentes en
el cultivo linfocitos T especificos del péptido potencialmente presentados por otro alelo de MHC de clase |. Ademas,
el clon de linfocitos T especificos 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 presentacion antigénica
CPA que expresen el elemento de restriccion relevante. Finalmente, se controld la presentacion por MHC de clase |
usando anticuerpos que bloquean la presentacion de MHC de clase | o clase |l o HLA-DR, como se efectua en la
materia (Lapointe et al., 2003, Cancer Res. 63: 2836-2843; Lapointe ef al., 2001, J. Immunol. 167: 4758- 4764).
Como control, se cocultivé una linea de melanoma que expresa tanto HLA-A*0201 como gp100 con el clon de
linfocitos T especificos de gp100, y solo el anticuerpo que bloquea la presentacion en MHC de clase | anulaba el
reconocimiento, como se esperaba (Fig. 8B; seccion derecha). El cocultivo de clones de linfocitos T especificos de
gp100 con lineas HLA-A*027/gp100°, o +/-, 0 -/- no consiguié provocar la secrecién de IFN-y como se demuestra en
la materia (Dudley et al., J. Immunother. 22: 288-298; Lapointe et al., 2001, J. Immunol. 167: 4758-4764). Cuando se
aplico el panel de anticuerpos bloqueantes a CPA sometidas a pulsos de Flu de PapMV, solo el anti-MHC de clase |
disminuy6 el reconocimiento por la linea de linfocitos T especificos (Fig. 8B; seccién izquierda). Estos ultimos datos
demuestran que el péptido FLU derivado de PapMV-Flu se presentaba por MHC de clase |, especificamente HLA-
A*02.

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
presentacion por MHC de clase | clasico del epitopo HLA-A*0201 de gp100 por células de melanoma (Fig. 9, seccion
derecha). Cuando se usan CPA sometidas a pulsos con Flu de PapMV, la presentacion del péptido M1 no estaba
afectada por ningun inhibidor (Fig. 9, seccion izquierda). El pretratamiento con cloroquina, que neutraliza el pH de
los endosomas, tenia un efecto negativo sobre la presentacion cruzada del epitopo FLU, mientras que un
tratamiento similar no cambiaba la presentacién en MHC de clase | clasica de las células de melanoma, como se
esperaba. Globalmente, estos datos sugieren que la presentacion cruzada en MHC de clase | mediada por VLP de
PapMV es independiente de proteosoma.

Se evalué también si las CPA sometidas a pulsos con VLP de PapMV tendrian la capacidad de expandir linfocitos T
especificos de antigeno a partir de una poblacidon 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
autdlogas segun el protocolo descrito anteriormente. Se evalué en primer lugar la frecuencia de linfocitos T
expandidos especificos por ensayo ELISPOT. Como se muestra en la Fig. 10A, se generaron células especificas 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 especificos de Flu, como se esperaba. No se generaron linfocitos T especificos de gp100, como se
esperaba de un donante normal sano sin melanoma. Se evaludé a continuaciéon en linfocitos T expandidos la
reactividad ante diversas CPA sometidas a pulsos, y la secrecion de IFN-y parecia 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 especificos 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
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 tenian la capacidad de reconocer
linfocitos T2 sometidos a pulsos con 0,1 y 0,01 nM del péptido. La secrecion era en su mayoria > 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 avidos. A partir de estos experimentos, se concluye que las CPA sometidas a pulsos de
PapMV tenian la capacidad de expandir linfocitos T con alta avidez. De forma interesante, no hay evidencias de
preinmunidad celular preexistente ante CP de PapMV.

EJEMPLO IV: Produccion y genomanipulacion de VLP de PapMV que comprenden el antigeno de la gripe
M2e de 1HN1

Clonaciéon y genomanipulacion de la proteina de cubierta de PapMV

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

3'-AGTCCCATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTC-3'[SEQ ID NO:28), ¥y

5'-
GATCGGATCCTTACTAATGGTGATGGTGATGGTGACGCGTGGTACTAGTTT
CGGGGGOTGGAAGGAATTGGATGGTTGG-3' [SEQ ID NO:29].

Se cloné el producto de PCR como un fragmento de Ncol/BamHI en pET 3D (New England Biolabs), produciendo la
proteina de cubierta truncada CPANS. Para facilitar la fusion del péptido M2e con el extremo C de CPANS5, se
introdujeron los sitios de restriccion Spel y Mlul en el extremo C de la proteina por PCR usando la SEQ ID NO:28 y
el cebador:

5.
GATCGGATCCTTACTAATGGTGATGGTGATGGTGACGCGTGGTACTAGTTT
CGGGGGGTGGAAGGAATTGGATGGTTGG-3" [SEQ ID NO:45]

Se clono el producto de PCR como un fragmento de Ncol/BamH|! en pET 3D (New England Biolabs). Se uso el clon
resultante, CPAN5-SM, para clonacion y fusion de todos los demas constructos de M2e. Se proporciona la
secuencia aminoacidica de CPAN5-SM en la Fig. 1F (SEQ ID NO:46) y se proporciona la secuencia nucleotidica en
la Fig. 1M (SEQ ID NO:49).

Para generar el constructo de PapMVCP-M2e, se usaron los siguientes oligonucledtidos:
de codificacion de M2e:

5.
CTAGTTCCCTGCTGACCGAAGTGGAAACCCCGATTCGCAACGAATGGGGC
TGCCGCTGCAACGATTCCTCCGATA-3’ [SEQ ID NO:30] y

inverso de M2e:

5%
CGCGTATCGGAGGAATCGTTGCAGCGGCAGCCCCATTCGTTGCGAATCGG
GGTTTCCACTTCGGTCAGCAGGGAA-3’ [SEQ ID NO:31).

Se reasociaron conjuntamente estos dos oligonucleétidos y se digirieron con Spel y Mlul antes de ligamiento en el
clon CPAN5-SM linealizado con Spel/Mlul. Se confirmé la secuencia de ADN del clon PapMVCP-M2e y se muestra
en la Fig. 1E [SEQ ID NO: 5]. Se muestra la secuencia aminoacidica codificada por el clon PapMVCP-M2e en la Fig.
1D [SEQ ID NO:4]

Expresion y purificacion de PapMV y PapMV-M2e

La expresion y purificacion de constructos de PapMVCP se efectué como se describe anteriormente (Tremblay et al.

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-HCI 10 mM, imidazol 50 mM, 0,5 % de
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Triton X100 a pH 8, y después con Tris-HCI 10 mM, imidazol 50 mM, 1 % de Zwittergent, pH 8, para retirar la
contaminacion de endotoxinas. Para aislar las VLP, se sometieron las proteinas eluidas a centrifugacion de alta
velocidad (100.000 g) durante 120 min en un rotor Beckman 50.2 Tl. 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 ultracentrifugacion. Se efectud el intercambio de tampdn de los discos mediante dialisis frente a PBS exento de
endotoxinas (Sigma). Se sintetiz6 el péptido M2 usado para ELISA por GLBiochem Shanghai LTD y se resuspendio
en PBS exento de endotoxinas (Sigma). Se filtraron las soluciones de proteina usando filiros de 0,45 pm antes del
uso. Se evalud la cantidad de proteina usando un kit de proteina por BCA (Pierce). Se evaluo el nivel de LPS en la
proteina purificada con la prueba de Limulus segun las instrucciones del fabricante (Cambrex) y estaba por debajo
de 0,005 unidades de endotoxina (UE)/ug de proteina.

Microscopia electronica

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

Resultados

Se us6 en este ejemplo el péptido M2e universal derivado de M2 (canal i6nico) de la cepa H1N1 (A/Nueva
Caledonia/20/99) del virus de la gripe. Se encontrd este péptido también en mas de un 85 % de las cepas de virus
de la gripe que infectan a seres humanos. Se fusion6 el péptido con el extremo C de CP de PapMV seguido de un
marcador 6xH (Fig. 12A). La expresion de PapMV-M2e en E. coli dio como resultado la produccién de VLP de
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 vy los discos pudieron purificarse faciimente
usando un marcador 6xH localizado en el extremo C de la proteina recombinante y una columna de Ni?* (Qiagen).
La purificacion de cada una de esas formas puede conseguirse faciimente mediante ultracentrifugacion (100.000 g
durante 90 min), en que las VLP se aislan del sedimento y los discos del sobrenadante.

EJEMPLO V: Inmunizacion de ratones con VLP de PapMV que comprenden el antigeno de la gripe M2e
Se prepararon VLP de PapMV y VLP de PapMV-M2e como se describe en el Ejemplo V.
Inmunizacién de ratones

Se inyectaron en 5 ratones Balb/C de 4 a 8 semanas de edad (Charles Rivers Laboratories) por via subcutanea 100
pg 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 ul de suero policlonal aislado de ratones vacunados con VLP de PapMV-M2e. La inmunizacién
primaria fue seguida por una dosis de recuerdo procurada 2 semanas mas tarde. Se obtuvieron muestras de sangre
en diferentes puntos temporales y se almacenaron a -20 °C hasta el analisis.

Cuantificacién por ELISA

Se recubrieron durante una noche a 4 °C placas de 96 pocillos Costar High Binding (Corning, NY, EE.UU.) con 100
pl/pocillo de péptido M2 (SSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD; SEQ ID NO:6) diluido a una concentracion de 1 pg/mi
en tampon NaHCOs 0,1 M a pH 9,6. Se bloquearon las placas con PBS/0,1 % de Tween-20/2 % de BSA (150
pl/pocillo) durante 1 hora a 37 °C. Después de lavar tres veces con PBS/0,1 % de Tween-20, se afadieron sueros a
dilucion en serie 2x empezando por 1:50 y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Después de la incubacion, se
lavaron las placas tres veces y se incubaron con 100 ul de IgG, 1gG2a e IgG2b de cabra anti-ratén conjugadas con
peroxidasa (todas de Jackson Immunoresarch), IgG3 (Rockland) a una dilucién de 1/10.000 en PBS/0,1 % de
Tween- 20/2 % de BSA durante 1 hora a 37 °C. Después de 3 lavados, se detectd la presencia de IgG con 100 pl de
TMB-S segun las instrucciones del fabricante; se detuvo la reaccion afiadiendo 100 pl de H,SO4 0,18 mM y se leyo
la DO a 450 nm. Se expresan los resultados como titulo de anticuerpo del criterio de valoracién, determinado cuando
el valor de DO es 3 veces el valor de fondo obtenido con una dilucién 1:50 de suero de ratones de PBS.

Ensayo de crecimiento virico, titulacion y proteccion

Se hizo crecer virus de la gripe (A/WSN/33, subtipo H1N1), se purificod y se tituld6 como se describe anteriormente
(Abed et al., 2004, Antivir. Ther. 9: 577-581). Se determinaron los titulos viricos pulmonares y titulos de
neutralizacion en células de rifion canino de Mardin-Darby (MDCK) como se describe anteriormente (Abed et al.,
2004, ibid.). Se infectaron los ratones por via intranasal con 100 pl de virus diluido en PBS (infeccion letal, 3000
UFP/raton de virus vivo o 3DLsg). Se monitorizd el desarrollo de sintomas los dias 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12y 20
después de la infeccion.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2562774 T3

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 via subcutanea 100 ug de VLP o discos recombinantes. La cantidad de péptido M2e presente
en cada dosis se estima en 8 ug. Se procurd una dosis de recuerdo el dia 15 después de la inmunizacién primaria.
Se ensayaron en los sueros de raton anticuerpos anti-M2e 23 dias después de la inyeccion (Fig. 13). El analisis 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 titulos altos
(>1/1600; 8 en la escala logaritmica (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 titulos eran
menores. Se observé una gran variacion entre la respuesta de 1gG 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 mostré que desempefian
un papel activo en la estimulacién de la respuesta inmunitaria (para revision, véase Brady et al., 2005, Infection and
Immunity, 75: 671- 678). Se afadieron 0,5 ul de suero aislado de un conjunto de 5 ratones vacunados a un volumen
de 200 pl de VLP de PapMV-M2e (que contiene 100 pug de VLP) que mostré altos titulos y se administré por via
subcutanea. La mejora era notable cuando se comparaba con VLP solas (Fig. 13) porque 19 de los 20 ratones
desencadenaban la produccién de altos titulos de anticuerpos.

Ensayo de proteccion ante la exposicion a la gripe

Se expusieron ratones a 3 x 10° ufp (3DLso) de la cepa A/WSN/33 de H1N1 de la gripe el dia 28. Se adapt6 esta
cepa para crecer en ratones y muestra una alta virulencia (Francis y Moore, 1940, J. Exp. Med. 72, 717-728). Se
siguid el desarrollo de los sintomas diariamente. Se sacrificaron los animales una vez habian perdido mas de un
25 % de su peso corporal. Los resultados demostraban claramente que las VLP de PapMV-M2e podian proporcionar
proteccion a un 45 % (9 de 20) de los ratones frente a la infeccion (Fig. 14). La opsonizacion 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 proteccion ante la exposicion, de tal modo que se protegian un 80 %
de los ratones. Los resultados sugieren que la mejora de los titulos de anticuerpo observada con VLP opsonizadas
(Fig. 14) se traducia en una proteccion mejorada ante la infeccion.

Se evaluaron los titulos 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 correlacion entre el nivel de esos anticuerpos
subtipados y el nivel de proteccion (Fig. 15). Los resultados demostraban claramente que los ratones que muestran
altos titulos de IgGa e IgGb muestran también la mejor proteccion ante la exposicion. Aunque se encontrd 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 proteccién ante infeccién con

gripe.

Los titulos de IgG y el nivel de proteccidon mejoraban en animales que se vacunaron con VLP de PapMV-M2e + IgG.
Se observé que los animales que sobrevivieron a la exposicion mostraron en general sintomas mas leves de
infeccion cuando se vacunaban con las particulas opsonizadas. Para confirmar esta observacion, se represento la
pérdida de peso de los animales que sobrevivieron a la vacunacion con VLP de PapMV-M2e (9 animales) y se
comparé con el peso de los animales tratados con VLP opsonizadas (16 animales) (Fig. 16). La grafica muestra
claramente que los ratones vacunados con las particulas opsonizadas perdieron menos peso y mostraron una mejor
salud que los ratones vacunados con VLP solas.

EJEMPLO VI: Produccion y genomanipulacion de PapMVCP-E2 y PapMVCP27.215-E2

Este ejemplo demuestra que la multimerizacion de la proteina de cubierta de PapMV es esencial para la
inmunogenicidad de VLP de PapMV.

Clonacién y genomanipulacion de la proteina de cubierta de PapMV

Se cloné el gen de CPAN5-SM de PapMV como se describe en el Ejemplo IV. Para generar el constructo de
PapMVCP-E2, se usaron los siguientes oligonucleétidos:

5°-
GATCACTAGTGTGGTGGTGGGTACCACCGATCGTAGCGGTGCGCCGACCT
ACAGCTGGGGTGCGAACGATACGCGTCATG-3" [SEQ IDNO:32] vy
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5%
CATGACGCGTATCGTTCGCACCCCAGCTGTAGGTCGGCGCACCGCTACGA
TCGGTGGTACCCACCACCACACTAGTGATC-3" [SEQ ID NO:33].

Se reasociaron conjuntamente estos dos oligonucleétidos y se digirieron con Spel y Mlul antes de ligamiento en el
clon de CPAN5-SM de PapMV linealizado con Spel/Miul.

Se construyo el vector de expresion para la fusion de proteina de cubierta truncada-E2, PapMVCP27-215-E2, a partir
del plasmido PapMVCP-E2 preparando en primer lugar los siguientes dos oligonucleétidos (incluyendo un sitio de
restriccion Ncol) disefiados para eliminar los 26 primeros aminoacidos de CP de PapMV. Se usaron estos
oligonucledtidos para amplificar por PCR la proteina de cubierta truncada:

cebador de codificacion:

5’-AGTCCCATGGCCGATCCAACGTCCAATCTTCTG-3° [SEQ ID NO:34]
cebador inverso: Y

3*-ACGTCCATGGTATATCTCCTTCTTAAAG-3’ [SEQ ID NO:35].

Se autoligd entonces el producto de PCR. El vector de expresion de PapMVCP27215 se derivd del plasmido
PapMVCP siguiendo el mismo procedimiento que para la construccion del clon PapMVCP27.215-E2. Se confirmaron
las secuencias de todos los clones de PapMV por secuenciacion de ADN.

Expresion y purificacion de PapMVCP-E2 y PapMVCP2z-315-E2

Se efectuaron la expresion y purificacion de los constructos de PapMVCP como se describe en el Ejemplo IV. Se
sintetizo el péptido E2 por GLBiochem Shanghai LTD y se resuspendié en PBS exento de endotoxinas (Sigma). Se
filtraron las soluciones de proteina usando filtros de 0,45 um antes del uso. Se evalué la cantidad de proteina
usando un kit de proteina por BCA (Pierce). Se evalud el nivel de LPS en la proteina purificada con la prueba de
Limulus segun las instrucciones del fabricante (Cambrex) y estaba por debajo de 0,005 unidades de endotoxina
(UE)/ug de proteina.

PAGE-SDS, electrotransferencia y microscopia electrénica

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

Inmunizaciéon

Se inyectaron 5 ratones C3H/Hed de 4 a 8 semanas de edad (Charles Rivers Laboratories) por via subcutanea con
25 yg de PapMVCP-E2, PapMVCP27215-E2 0 la cantidad equivalente del péptido E2 (2 pg) o PBS exento de
endotoxinas (Sigma). La inmunizacion primaria fue seguida por una dosis de recuerdo procurada 2 semanas mas
tarde. Se obtuvieron muestras de sangre en diferentes puntos temporales y se almacenaron a -20 °C hasta el
analisis. Todos los protocolos experimentales se aprobaron por el comité de proteccién animal de la Universidad
Laval.

Cuantificacién por ELISA

Se recubrieron durante una noche a 4 °C placas de 96 pocillos Costar High Binding (Corning, NY, EE.UU.) con 100-
200 pl/pocillo de P3, P3E2, PapMVCP, PapMVCP27.215 0 PapMVCP-E2 diluidas a una concentracion de 1 pg/ml en
tampon NaHCO3 0,1 M, pH 9,6. Se bloquearon las placas con PBS/0,1 % de Tween-20/2 % de BSA (150 ul/pocillo)
durante 1 hora a 37 °C. Después de lavar 3 veces con PBS/0,1 % de Tween-20, se afiadieron sueros en dilucion en
serie 2x empezando por 1:50 y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Después de la incubacioén, se lavaron las
placas tres veces y se incubaron con 100 pl de IgG, IgG1, IgG2a e IgG2b de cabra anti-raton conjugadas con
peroxidasa (todas de Jackson Immunoresarch) e 1IgG3 (Rockland) a una dilucion de 1/10.000 en PBS/0,1 % de
Tween- 20/2 % de BSA durante 1 hora a 37 °C. Después de 3 lavados, se detectd la presencia de IgG con 100 pl de
TMB-S segun las instrucciones del fabricante; se detuvo la reaccion afiadiendo 100 pl de H,SO4 0,18 mM y se leyo
la DO a 450 nm. Los resultados se expresan como titulo de anticuerpo del criterio de valoracién, determinado
cuando el valor de DO es 3 veces el valor de fondo obtenido con una dilucién 1:50 de suero de ratones de PBS.

Se aplicaron las mismas condiciones para la determinacién de los niveles de anticuerpo en sueros humanos,
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excepto porque se uso IgG de cabra anti-humana conjugada con peroxidasa como anticuerpo secundario a una
dilucion 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 titulo de anticuerpo del criterio de valoracion, definido como cuando
el valor de DO es 3 veces el valor de fondo obtenido con una dilucion 1:25 de suero de un conjunto de sueros de 15
pacientes no infectados.

Reestimulacion de esplenocitos

Se inmunizaron ratones CD-1 (de 22 semanas de edad) con PapMVCP-E2 (25 pg% los dias 0, 15, 30 y 45 antes de
sacrificarse el dia 65. Se retiraron los bazos y se suspendieron en DMEM (2 x 10” células/pocillo). Se retiraron los
eritrocitos con solucion hiperténica de cloruro de amonio. Se lavaron los esplenocitos y se resuspendieron en 200 pl
de medio DMEM (DMEM suplementado con FBS al 10 % [HyClone], penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml,
L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM y B-mercaptoetanol 50 uM) a una concentracién de 2,5 x 10° células/ml
en microplacas de fondo plano de 96 pocillos (Costar). Se incubaron las muestras durante 4 dias con 25 pg/ml de
VLP de PapMVCP o PapMVCP-E2. Se usaron concavalina A (ConA- 10 ug/ml) y PBS como controles positivo y
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

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 inyeccion subcutanea de 3 ml de aire estéril los dias 0 y 3. El dia 7, se
inyectaron 1 ml de PapMVCP recombinante (1 a 10 ug/ml), LPS (10 pg/ml) o PBS en las bolsas de aire. 6 horas
después del tratamiento, se sacrificaron los ratones por asfixia usando CO,. 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
a 500 x g durante 5 min a temperatura ambiente. Se contaron las células con un hematocitometro después de tincion
con azul acético.

Extraccion de células de médula 6sea y diferenciacion en CPA

Se obtuvieron células progenitoras de médula 6sea de los fémures de ratones Balb/c y se cultivaron durante 6 dias
en medio de médula 6sea de diferenciacion en células dendriticas (95 % de RPMI con 1 % de penicilina-
estreptomicina y suplementado con 5 % de cultivo de medio sobrenadante X63-GM-CSF; la linea celular X63-
GM247 CSF se proporcioné por B. Ludewig, Departamento de investigacion, Hospital cantonal de St. Gallen, Suiza).
Se reemplazdé parcialmente el medio el dia 2 y 4. El dia 6, se reemplazé el medio por medio acondicionado sin LX63.
El dia 7, se verifico el enriquecimiento de las CPA por citometria de flujo usando los marcadores de superficie FITC
anti-CD11c y PE-Cy5.5 anti-CD11b (BD Biosciences). La preparacion contenia un 25 % de células CD11c+Cd11b+,
y mas de un 80 % de células CD11b+. Se hace referencia a esta preparacién como “CPA”.

Citometria de flujo

Para evaluar la internalizacion de PapMVCP-E2 o PapMVCP27.215-E2 en CPA, se incubaron 1 millon de CPA
derivadas de médula 6sea durante 2 horas a 37 °C con 25 ug de PapMVE2 o PapMVCP57.215-E2. Brevemente, se
bloquearon las células con PBS, 10 % de FBS y anti-CD16/CD32 (1 pg/1 millon de células) durante 15 min a 4 °C.
Después de 2 lavados con PBS, se fijaron las células con PBS/2 % de paraformaldehido durante 10 min a
temperatura ambiente. Después de 2 lavados con tampdn de permeabilizacion (PBS, 10 % de FBS, 0,2 % de Triton
X-100), se incubaron las células durante 45 min a 4 °C con anticuerpos policlonales de conejo diluidos 1/200 en
tampon de permeabilizacion. Después de 2 lavados con tampén de permeabilizacion, se incubaron las células
durante 45 min a 4 °C con los anticuerpos secundarios (IgG Alexa 488 anti-conejo (Molecular Probes)) diluidos
1/5000 en tampdn de permeabilizacion. Después de lavar con PBS, se analizaron inmediatamente las células con un
citofluorémetro EPICS-XL. Se efectud el analisis de datos usando WINMDI2.8. El Ac policlonal de conejo usado para
deteccion se produjo en las instalaciones del inventor: se usé suero preinmune de conejo como control negativo.

Microscopia confocal

Se hicieron crecer CPA (200.000 células/pocillo) en placas de 12 pocillos (Corning, NY, EE.UU.) que contenian
portaobjetos estériles en el fondo siguiendo el mismo protocolo de diferenciacién que se describe anteriormente.
Para estudios de internalizacion de antigeno, se usaron 5 ug de antigeno/200.000 células. Las etapas de fijacion,
permeabilizaciéon e incubacion con anticuerpo primario y secundario fueron como se describe para citometria de
flujo. Se analizaron inmediatamente los portaobjetos con un microscopio confocal Fluoview Fv300 con un objetivo de
inmersion en aceite X60. Se adquirieron las imagenes de fluorescencia secuencialmente para evitar la interferencia
de canal no especifica y por seccionamiento x-z. Se procesaron digitalmente entonces las fotos con el software
Image J.

Analisis estadistico
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Se usaron las pruebas de comparacion multiple de Krustal-Wallis no paramétrica y de Dunn para analisis estadistico.
Un valor de P<0,05 se consideré estadisticamente significativo. Se efectuaron los analisis estadisticos con el
programa PRISM 3.03.

Resultados

Las proteinas 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/ug de proteina. Las observaciones de microscopia electronica (ME) confirmaron que la adicion del péptido E2 al
extremo C de PapMVCP no afectaba a la capacidad de la proteina de autoensamblarse en VLP que son similares a
las VLP de PapMVCP recombinantes. Como se esperaba, PapMVCP27215-E2 era incapaz de formar VLP y
permanecia 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 tamafio de 201 + 80 nm. Una proteina de 201 nm de
longitud representa 560 copias de la CP que presentan el péptido E2 de forma repetitiva y cristalina.

Para probar las propiedades proinflamatorias de las VLP de PapMVCP, se usé el modelo de bolsa de aire de raton.
La inyeccion de 10 pg de VLP de PapMVCP con muy bajo contenido de LP (< 0,005 UE/ug) no consigui6 inducir el
agrupamiento de leucocitos en la bolsa de ratones CD1 6 horas después del tratamiento. En contraposicion, la
inyeccion 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
LPS en muestras de proteina PapMVCP no ejerceria ningun efecto inmunogénico notable en experimentos
posteriores.

Se probd la capacidad de las formas monomérica (PapMVCP27215-E2) y multimérica (PapMVCP-E2) de
internalizarse en CPA derivadas de médula ésea enriquecidas en células dendriticas derivadas de médula ésea
(CDDMO). El analisis de citometria de flujo mostré 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 interaccion entre las proteinas recombinante y las CPA, se observaron las CPA tratadas por microscopia
confocal. En ambos casos, la sefial de PapMVCP inmunomarcada era claramente vesicular, intracitoplasmatica y
perinuclear. Ambas proteinas recombinantes se internalizaban eficazmente por las CPA.

Para examinar la capacidad de las VLP de PapMVCP de inducir una respuesta inmunitaria, se inyectaron en ratones
C3H/Hed por via subcutanea 25 ug de VLP recombinantes (PapMVCP-E2) o 25 pg de la forma monomérica
(PapMVCP27215-E2). Se estima que la cantidad de péptido E2 presente en cada dosis es de 2 ug. Se procur6 una
dosis de recuerdo el dia 15 después de la inmunizacién primaria. Se ensayaron en sueros de raton los anticuerpos
anti-PapMVCP, anti-PapMVCP-7.215 y anti-péptido E2. Se detectdé claramente IgG anti-CP en ratones inmunizados
con PapMVCP-E2 el dia 12, mientras que se detecté solo un débil nivel de anti-CP en los sueros de ratones
vacunados con PapMVCP-7.215-E2, incluso después del recuerdo el dia 15 (Fig. 18).

EJEMPLO VII: Efecto coadyuvante de PapMV
Purificacién de PapMV

Se purifico PapMV como se describe en el Ejemplo I.
Antigenos

Se adquirié OVA exenta de LPS de pureza VI en Sigma-Aldrich Chemical Co, St Louis, MO. Se adquiri6 lisozima de
clara de huevo de gallina (HEL) en Research Organics Inc. Cleveland, OH. Se adquirié LPS de O111:B4 de E. coli
en Sigma-Aldrich, St Louis, MO.

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 Auténoma de México
(UNAM), y se cuidaron conforme a las directrices de buenas practicas de laboratorio. Para estudiar los efectos del
coadyuvante, se inmunizaron grupos de ratones i.p. el dia 0 con 2 mg de OVA o HEL solos o con 30 mg de PapMV,
CFA 1 :1 (vlv), 0 5 mg de LPS de O111:B4 de E. coli (Sigma-Aldrich). Se inyecté a los ratones de control solo
solucion 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 °C hasta el analisis. Se usaron 3 ratones en cada
experimento.

Determinacién de los titulos de anticuerpo por ELISA

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pocillos de High binding (Corning®, Nueva York, NY) con 1 mg/ml de
PapMV, 100 mg/ml de HEL, u OVA 150 mg/ml en tampdn de carbonato-bicarbonato 0,1 M (pH 9,5). Se incubaron las
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placas durante 1 h a 37 °C y después durante una noche a 4 °C. Antes de usar a la mafiana siguiente, se lavaron las
placas 3 veces con PBS (pH 7,2) que contenia un 0,05 % de Tween-20 (PBS-T) (Sigma-Aldrich). Se bloque¢ la
unién no especifica con leche desnatada desecada al 5 % diluida en PBS (PBS-M) durante 1 h a 37 °C. Después de
lavar, se diluyo el suero de ratén 1:40 en PBS-M, y se afiadieron diluciones en serie 2x a los pocillos. Se incubaron
las placas durante 1 h a 37 °C y se lavaron entonces 4 veces con PBS-T. Se afadieron anticuerpos de IgM, IgG,
IgG1, IgG2a e IgG2b de conejo anti-ratén conjugadas con peroxidasa (dilucion optima 1:1000), (Zymed, San
Francisco, CA) o IgG3 (dilucion 6ptima 1:3000) (Rockland, Gilbertsville, PA), y se incubaron las placas durante 1 h a
37 °C y se lavaron 3 veces con PBS-T. Se uso ortofenilendiamina (0,5 mg/ml; Sigma-Aldrich) en tampén citrato 0,1
M (pH 5,6) que contenia un 30 % de perdxido de hidrégeno como sustrato enzimatico. Se detuvo la reaccion con
H2SO4 2,5 N y se determin6 la absorbancia a 490 nm usando un lector de placa ELISA automatico (Dynex
Technologies MRII, Chantilly, VA, EE.UU.) con software BIOLINX 2.22. Los titulos de anticuerpo se dan como -log;
dilucion x 40. Se definié un titulo positivo como 3 DE por encima del valor medio del control negativo.

Resultados

Se observa la traduccion 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 antigeno. Para determinar si PapMV es capaz de actuar
como coadyuvante para promover una respuesta de anticuerpo duradera ante otros antigenos, se inmunizaron
ratones BALB/c con OVA o HEL solos o conjuntamente con los siguientes coadyuvantes: PapMV, CFA o LPS. Se
midi6 el titulo de anticuerpo especifico de IgG para OVA o HEL por ELISA en los puntos temporales indicados
(Figura 19A y B). Se observé un efecto coadyuvante de PapMV en la respuesta de IgG total ante OVA y HEL en
animales inmunizados. Se observé un efecto coadyuvante inducido por PapMV en HEL el dia 30 después de la
inmunizacién, cuando el titulo de anticuerpo aumenté 8 veces en comparacion con el titulo de anticuerpo inducido
por HEL sola. Esta diferencia en el titulo de anticuerpo se mantuvo hasta el dia 120, pero habia caido para el dia
400 (Figura 19A). Aunque el LPS inducia un efecto coadyuvante solo en los primeros 30 dias después de la
inmunizacion, el CFA mostro el efecto coadyuvante mas fuerte del dia 8 al final del experimento el dia 400 después
de la inmunizacioén (Figura 19A). Para inmunizacion con OVA, se observo el efecto coadyuvante sobre los titulos de
anticuerpo de IgG total hasta el dia 120 después de la primera inmunizacion, después de lo cual el titulo de
anticuerpo disminuy6 con el tiempo y era 4 veces mayor en comparacion con OVA sola el dia 400 (Figura 19B). Se
efectué un analisis adicional el dia 20 para identificar cuales subclases de IgG se inducian 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 inducian titulos de anticuerpo de IgG2a e IgG2b especificos de OVA, mientras que OVA
sola inducia solo titulos de anticuerpo especifico de IgG1 (Figura 19C-E). No se observé efecto coadyuvante para
IgG1 cuando se coinmunizaba OVA con cualquiera de los coadyuvantes usados.

Estos resultados muestran que PapMV, LPS y CFA inducen un efecto coadyuvante sobre las respuestas de
subclase de IgG ante OVA. Ademas, PapMV exhibe propiedades coadyuvantes que inducen un aumento duradero
de los titulos de anticuerpo especifico de antigenos modelo. Tomados en conjunto, estos datos demuestran que
PapMV tiene propiedades coadyuvantes intrinsecas que pueden haber mediado la traduccion de la respuesta innata
en la respuesta de anticuerpo duradera especifica de antigeno observada.

EJEMPLO VIII: Preparacion y genomanipulacion de VLP de PapMV que comprenden péptidos de afinidad

El siguiente Ejemplo demuestra un procedimiento de seleccion de péptidos de afinidad y genomanipulacién de la
proteina 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 proteina de cubierta genomanipulada y puedan usarse para unirse a una
macromolécula diana. Este concepto es facilmente aplicable a la produccién de VLP que expresan un péptido o
fragmento de anticuerpo sobre su superficie, que puede usarse para unirse a un epitopo/antigeno de virus de la
gripe y formar asi un SPA.

Cepas bacterianas

Se uso6 la cepa ER2738 de E. coli, proporcionada con el kit Ph.D.-7 Phage Display Peptide Library (New England
Biolabs, Inc.), para la amplificacion de fago. Se uso la cepa DH5a de E. coli (Invitrogen) para la propagacion de
plasmido y se usé BL21-CodonPlus® (DE3)-RJL de E. coli (Stratagene) para la produccion de proteinas
recombinantes.

Cribado de péptidos

Se seleccionaron péptidos especificos 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 seleccion
in vitro conocido como "seleccion por afinidad" segun el protocolo del fabricante. Brevemente, se afiadieron 2x10"
fagos a 10° esporas en reposo y se mezclaron suavemente a temperatura ambiente durante 1 hora. Se
sedimentaron esporas y fagos unidos por centrifugacion a 13.000 rpm durante 1 min. Se lavé el sedimento de
esporas 10 veces con 1 ml de tampodn 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-HCI 200 mM (pH 2,2), incubando durante 10 min a temperatura ambiente. Se amplificé
entonces el fago eluido y se llevo a través de ciclos de unién/amplificacion (seleccion por afinidad) adicionales para
enriquecer el conjunto en favor de las secuencias de union. El tampon de lavado contenia 0,1 % de Tween 20 para
la primera ronda de seleccion por afinidad y aumentaba a 0,5 % para rondas posteriores. Para neutralizar el
sobrenadante, y evitar matar los fagos, se afiadieron 150 pl de Tris-HClI 1 M (pH 9,1). Se amplificaron los fagos
seleccionados en ER2738 de E. coli entre cada ronda de seleccion por afinidad. Se repitié el ciclo 3 veces para
seleccionar péptidos con la maxima afinidad.

Para eliminar los péptidos que podrian no ser especificos de esporas en reposo de P. braSSIcae se llevaron a cabo
dos rondas de agotamiento, sin amplificacion entre las dos rondas, con una mezcla de ~10’ esporas y fragmentos de
micelios de hongos de suelo comunes (indicado anteriormente).

Finalmente, se llevd a cabo una cuarta ronda de selecciéon por afinidad con esporas en reposo de P. brassicae en
presencia de tampén de lavado que contenia 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.

Produccion, purificacion y caracterizacion de CP de PapMV modificadas

Se seleccionaron cuatro péptidos de afinidad y un péptido de control negativo, se cloné la correspondiente
secuencia de ADN en el extremo C de la proteina de cubierta de PapMV CPANS5 (véase el Ejemplo Il) y la forma
monomeérica CPAN26 (Lecours et al., 2006, Protein Expression and Purification 47: 273-280). Se usaron los sitios de
restriccion de Ncol y BamHI en los extremos 5' y 3', respectivamente, para introducir las secuencias de ADN
seleccionadas en el vector pET-3D par expresion en E. coli. Se secuenciaron los clones para verificar que los
péptidos estaban en fase con la CP de PapMV.

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., 20086, ibid.). Se retird el imidazol por dialisis extensiva. Se midieron las
concentraciones de proteina usando el ensayo de Bradford después de dilucién con clorhidrato de guanidinio 6 M y
tampon fosfato 20 mM, pH 6,5.

Para marcaje con fluorocromo, se dializaron las proteinas purificadas para intercambiar el tampén por PBS (pH 7,4).
Se marcaron las proteinas como se describe en el protocolo de los kits de marcaje de proteina Alexa Fluor 488 o
Alexa Fluor 633 (Molecular Probes). Se estimo6 el grado de marcaje midiendo la absorbancia de la proteina a 280 nm
y la de los fluorocromos a 474 nm para Alexa 488 0 632 nm para Alexa 633.

Para estimar la longitud media de las VLP producidas, se diluyeron las proteinas marcadas en TBST al 0,5 %, se
lavaron con tampén y se tifieron negativamente rejillas preparadas (Formvar con carbono de malla Cu 400) con una
solucion filtrada de acetato de uranilo al 2 %. Se midi6 cada VLP (~50) encontrada en una sola imagen de
microscopia electrénica.

Union de proteinas marcadas o anticuerpos anti-P. brassicae a P. brassicae y hongos de suelo comunes

Se analizé la unién por citometria de flujo adaptando el procedimiento usado para la seleccion de péptidos
Esencialmente, se bloquearon en primer lugar 10° (a menos que se indique otra cosa) esporas durante 1 h con 50

pg de CPANS5 en TBST al 0,5 % si se ensayan CP de PapMV, o tampdn de bloqueo (NaHCO3 0,1 M, BSA 5 mg/ml)
si se usaban anticuerpos. Se afiadieron 10 pg de proteinas marcadas con Alexa o 1 ul de anti-P. brassicae de rata a
las esporas y se dejaron unir durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion ligera. Para anticuerpos, 5 lavados
con 1 mlde TBST al 0,5 % precedieron a una incubacion de 1 hora a temperatura ambiente con 5 pl de IgG de cabra
anti-rata PE (H+L) (Cedarlanes) en solucién 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 yl de TBST al 0,5 % para
analisis. Se recogieron las lecturas de 10.000 esporas separadas usando un citdmetro de flujo.

Se dispusieron esporas en reposo de P. brassmae marcadas con Alexa 633 sobre portaobjetos para observacion por
microscopia confocal; se centrifugaron 3x10° esporas en TBST al 0,5 % en portaobjetos a 2000 rpm durante 10 min.
Se secaron los portaobjetos durante 30 min y se afiadiéo PBS para mantener el cubreobjetos en su sitio. Se sellaron
los portaobjetos, se protegieron de la luz y se incubaron durante una noche a 4 °C.

Resultados

Se us6 presentacion en fago para seleccionar tres péptidos ante esporas en reposo de P. brassicae y un péptido de
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)
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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
CP de PapMV como plataforma: CPANS5 (al que se hace referencia aqui como “CP”), que se mostré anteriormente
que se autoensambla en VLP en E. coli (Tremblay et al., 20086, ibid.) y la forma monomérica CPAN26 (a la que se
hace referencia aqui como "CPm"), que no puede autoensamblarse en bacterias y permanece como una forma
monomérica (Lecours et al., 2006, ibid.).

Se generaron 9 constructos diferentes, todos con un marcador 6xHis en su extremo C para facilitar la purificacion de
las proteinas recombinantes. CP-Neg contiene una fusion 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 presentacion en
fago, respectivamente. CP-GIyA tiene una insercion adicional de 3 residuos de Gly entre el extremo C de la CP y el
péptido A, CP-AA tiene una duplicacion del péptido A en el extremo C y, finalmente, CPm-A es la forma monomérica
de CP fusionada con el péptido A.

Todos los constructos se expresaron en E. coli y las proteinas se purificaron por cromatografia de afinidad en una
columna de Ni**. Pudieron obtenerse hasta 30-40 mg de proteina purificada a partir de 500 ml de medio de cultivo
para todos los constructos de CP. La produccion de CPm era menos eficaz, pero adn procurd 5 mg/ml.

Se monitorizé la formacion de VLP por microscopia electrénica. Las proteinas recombinantes CP, CP-A, -B, -C,
-Neg, -GlyA y -AA se autoensamblaban en VLP en E. coli Como se predijo, los constructos CPm y CPm-A
permanecieron en formas monomeéricas y no generaron VLP. Se midié la longitud de 50 VLP para cada constructo y
se estimé la longitud promedio para todas las VLP como 70 nm. No pudieron observarse diferencias significativas
entre las VLP ensambladas de los diferentes constructos.

Se evalud la unién especifica de las diferentes VLP a esporas en reposo de P. brassicae mediante citometria de
flujo. Se efectud el marcaje de las diferentes proteinas recombinantes en las mismas condiciones para asegurar la
uniformidad del marcaje y para permitir la comparacion directa entre las diferentes VLP. Los resultados mostraron
que las VLP de CP marcadas solas se unian no especificamente a las esporas en reposo, pero solo ligeramente
mas eficazmente que las VLP de CP-Neg (la Fig. 20A compara el desplazamiento de la curva a la derecha en
comparacion 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 observo el desplazamiento mas significativo de la
curva con CP-A, que exhibia una alta avidez por esporas en reposo (Fig. 20B).

Se visualiz6 también la unién 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 citometria, se marcé 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 observd solo una ligera fluorescencia después de la
incubacién con VLP de CP, mientras que las esporas estaban claramente decoradas con VLP de CP-A marcadas.
Este experimento confirmo que la CP-A se une a la superficie de las esporas en reposo con eficacia mejorada en
comparacion con CP. Ademas, este resultado muestra que la diana especifica de VLP de CP-A esta localizada en la
superficie completa de las esporas en reposo.

Se compard 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 fungicas exhibia una fuerte unién a
esporas en reposo de P. brassicae, sin embargo mostraba también unién no especifica a todas las esporas
ensayadas, probablemente debido al reconocimiento de rasgos comunes en todas las esporas ensayadas. En
contraposicion, las VLP de CP-A eran muy especificas 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 especificas, pero se unian con menos avidez que
las VLP de CP-A.

Para probar si CP-A puede detectar esporas en reposo de P. brassicae en una mezcla de esporas heterdlogas, se
efectud un analisis de citometria de flujo con 10° esporas en reposo de P. brassicae mezcladas con 6x10° esporas
de otros de suelo (Acremonium sp., Alternaria alternata, Cladosporium sp., Fusarium solani, Plasmodiophora
brassicae, Trichoderma sp., Trichotecium roseum, Verticilium dahliae). Cuando se usé CP-A fluorescente para la
deteccion de P. brassicae, solo se observd un pico en el andlisis, indicando una deteccion muy especifica de las
esporas en reposo de P. brassicae en la mezcla de esporas heterélogas.

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

El analisis de citometria de flujo usando CPm-A marcada y control de CPm (ambas basadas en la forma
monomeérica de CP de PapMV) mostré que la forma monomérica no puede unirse eficazmente a esporas en reposo
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de P. brassicae. Como se esperaba, la multimerizacion 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 predecia, una forma
monomérica no exhibia union a la diana.

Mejora de la avidez de CP-A

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 afiadié un tramo de 3 residuos de
Gly entre el extremo C de CP y el péptido de afinidad A (CP-GlyA). Ademas, se duplico el péptido A en el extremo C
de CP-A generando CP-AA. Se produjeron ambas proteinas, se purificaron y se usaron en el ensayo de unién por
citometria de flujo como se describe anteriormente. Se compararon las sefiales 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 duplicacion del péptido A
generd VLP con la maxima avidez (Fig. 21B).

EJEMPLO IX: Produccion y genomanipulacion de proteinas de cubierta de PapMV fusionadas con el
antigeno de la gripe Me2 de H1N1

Expresion y purificaciéon de PapMVCP y PapMVCP-M2e

Se generd el constructo PapMVCP-M2e como se describe en el Ejemplo IV. Se efectuaron la expresion y
purificacion de la proteina como se describe en el Ejemplo 1V, excepto por el aislamiento de las VLP. Se aislaron las
VLP mediante uno de dos procedimientos.

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

2. Aislamiento por Macrosep®. Se concentré el tampon de elucidén que contiene una mezcla de proteinas de
PapMVCP-M2e (VLP, discos y formas menos organizadas) con la ayuda del dispositivo centrifugo Macrosep® con
un corte de 1000 kDa (Pall Corporation, NY).

Se comprobd sistematicamente en cada lote de proteinas producidas la pureza por PAGE-SDS. Se verificd la
proporcion exacta de cada forma de PapMV (VLP, discos, formas dimérica, monomérica y degradada) pasando la
solucion de proteina a través de una columna de filtracion en gel Superdex 200 como se describe anteriormente
(Tremblay et al., 2006, Febs J. 273: 14-25; Lecours et al., 2006, Protein Expression and Purification, 47: 273-280).
La columna distingue la proteinas de alto peso molecular (HMWP > 650 kDa) de las proteinas de bajo peso
molecular (LMWP), que incluyen discos (400-600 kDa) asi como formas menos organizadas (formas dimérica,
monomérica y degradada). Las composiciones designadas como PapMVCP y PapMVCP-M2e (preparadas por
ultracentrifugacion) comprendian un 80 y 90 % de HMWP, respectivamente. En contraposicién, la composicion de
PapMVCP-M2em no ultracentrifugada, concentrada usando solo el dispositivo centrifugo Macrosep®, estaba
compuesta por 45 % de HMWP, 23 % de discos y 21 % de formas dimérica y monomérica. Se efectu6 la
transferencia Western (Fig. 22A) como se describe en el Ejemplo Il, usando anticuerpos policlonales anti-PapMVCP.
Una vez purificadas, se evaluaron las concentraciones de proteina con un kit de proteina por BCA (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL).

Microscopia electrénica

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

Resultados

En este ejemplo, se fusiond la secuencia del péptido M2e de la cepa H1IN1 A/WSN/33 del virus de la gripe con el
extremo C de PapMVCP como se muestra en la Fig. 12A. La purificacion de PapMVCP y PapMVCP-M2e incluia una
etapa de ultracentrifugacion para sedimentar las VLP y retener las formas de menor peso molecular (principalmente
discos, dimeros y mondémeros) restantes en el sobrenadante. Los perfiles de PAGE-SDS de PapMVCP y PapMVCP-
M2e apuntan a una alta pureza de las proteinas recombinantes, mientras que revelan también formas de proteina
degradadas en el sobrenadante (Fig. 22A). Como ya se ha indicado (Tremblay et al., 2006, ibid.; Lecours et al.,
20086, ibid.), el tamafio de las proteinas PapMVCP como se evalta por PAGE-SDS (entre 25 y 33 kDa) es mayor que
el tamafio esperado por la prediccion informatica (23,1 kDa para PapMVCP y 26,4 kDa para PapMVCP-M2e¢). La
transferencia Western (Fig. 22B) usando un anticuerpo policlonal anti-PapMVCP confirmé la presencia de proteinas
PapMVCP degradadas en la preparacion. Esto sugiere firmemente que una porcién significativa de la mezcla de
proteina heterogénea no exhibe el epitopo M2e completo, incluso si la mayor parte de las proteinas de bajo peso
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molecular (LMWP) esta compuesta por discos no degradados (aproximadamente un 60 % determinado por FPLC).

Como se esperaba, la FPLC indicé una alta proporcion (90 %) de proteinas 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 electrénica (Fig. 22B,
panel izquierdo). De forma importante, la fusion del epitopo M2e en el extremo C de PapMVCP no perjudicaba la
capacidad de la fusién de PapMVCP de autoensamblarse en VLP, ya que se observaron muchas varillas en el
sedimento después de la ultracentrifugacion (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 (z 5,6), similar a la de VLP de PapMV (Tremblay et al., 2006, ibid.).

Para facilitar la purificacion de VLP de PapMVCP-M2e, se probé otro procedimiento para enriquecer las VLP que
contienen extracto de proteina en que se us6 un dispositivo centrifugo Macrosep® con un corte de 1000 kDa para
separar HMWP (las VLP) de LMWP (discos y formas menos organizadas de proteina) en lugar de sedimentar las
VLP por ultracentrifugacion. Este procedimiento era menos eficaz para enriquecer la cantidad de HMWP de
PapMVCP-M2e en las proteinas purificadas, observandose un 45 % de contenido de HMWP en lugar de un 80 %
con ultracentrifugacion. Se verificd la presencia de VLP en el extracto de HMWP purificado por Macrosep® por
microscopia electrénica, y las VLP aisladas parecian de media mas cortas (78,8 nm + 3,9) que las VLP aisladas por
ultracentrifugacion (p< 0,01). Esta observaciéon sugiere que este nuevo procedimiento selecciona un intervalo de
tamafio mas amplio de las VLP que la centrifugacion.

EJEMPLO X: Union especifica de IgG ante VLP de PapMV que comprende el antigeno de la gripe M2e por
células infectadas por gripe

Inmunizacion de ratones

Se inyectaron 10 ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad (Charles River, Wilmington, MA) por via subcutanea
con: i) 100 yg de PapMVCP; ii) 100 ug de PapMVCP y 10 ug de péptido M2e (Fig. 2 solo); iii) 100 ug de PapMVCP-
M2e (VLP o discos), o iv) PBS exento de endotoxinas (Sigma, St-Louis, MO). La inmunizacién primaria fue seguida
por una dosis de recuerdo de las mismas cantidades procuradas 2 semanas mas tarde. Se obtuvieron muestras de
sangre a los 8 dias después de la dosis de recuerdo y se almacenaron a -20 °C hasta el analisis.

Cuantificacién por ELISA

Se sintetizd el péptido M2e (SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD [SEQ ID NO:6]) por GLBiochem Shanghai LTD
(Shanghai, China) y se resuspendié en PBS exento de endotoxinas (Sigma, St-Louis, MO). Se recubrieron durante
una noche a 4 °C placas de 96 pocillos de Costar High Binding (eBioscience, San Diego, CA) con 100 pl/pocillo del
péptido M2e diluido a una concentracién de 1 yg/ml en tampén NaHCO3; 0,1 M, pH 9,6. Se bloquearon las placas
con PBS/0,1 % Tween-20/2 % de BSA (150 pl/pocillo) durante 1 h a 37 °C. Después de lavar 3 veces con PBS/0,1 %
de Tween-20, se afadieron sueros a diluciones en serie 2x empezando por 1:50 y se incubaron durante 90 min a
37 °C. Se lavaron entonces las placas 4 veces y se incubaron con 100 pl de IgG, 1gG1, IgG2a e IgG2b de cabra anti-
ratén conjugadas con peroxidasa (todas de Jackson Immunoresearch, Baltimore, PA), IgG3 (Rockland, Gilbertsville,
PA), IgGA (Serotec, Raleigh, NC) a una dilucién 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 °C. Después de 4 lavados, se detectd la presencia
de 1gG con 100 yl de TMB-S segun las instrucciones del fabricante. Se detuvo la reaccion afiadiendo 100 pl de
H2S04 0,18 M. Se leyd la DO a 450 nm. Se expresan los resultados como titulo de anticuerpo del criterio de
valoracion, determinado cuando el valor de DO es 3 veces mayor que el valor de fondo obtenido con una dilucién
1:50 de suero de ratones inyectados con PBS.

Prueba de la capacidad de unién de suero anti-M2 en células MDCK

Se incubaron células MDCK [1,5 x 10° células/pocillo en un cubreobjetos de vidrio con camara Labtek Il (Nunc
International); 4 x 10* células/pocillo en una placa de fondo plano de 96 pocillos] durante 24 h a 37 °C con 5 % de
CO, para obtener una monocapa celular confluente. Se retiraron los medios y se infectaron las células con 1
multiplicidad de infeccion (1 MOI) de virus de la gripe A/WSN/33 (H1N1) diluido en GVF MEM-HEPES-albumina
(0,5 %). Después de 20 h de incubacion, se retiré el medio y se afiadié a cada pocillo una dilucién 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 °C y se aclararon entonces 2x con PBS. A continuacion, se afadio
anticuerpo secundario IgG-Alexa 488 anti-raton marcado (dilucion 1:100 en PBS) a cada pocillo para la visualizacion
fluorescente de anti-M2 en células infectadas por virus. Como alternativa, se afiadié6 IgG de cabra anti-raton
conjugada con peroxidasa (diluida 1:500 en PBS). Se incubaron entonces las placas durante 1 h a 4 °C. Después de
la incubacién, se aclararon los pocillos 4x con PBS. Se observé inmediatamente tincién fluorescente de Alexa 488
con un microscopio NIKON Eclipse TE300 con un filtro de FITC (488 nm). Se analizaron las imagenes usando Image
J 1.37v. Para las placas de fondo plano de 96 pocillos, el protocolo seguido es como se describe anteriormente para
ELISA. Todos estos experimentos incluyen los mismos tratamientos con células no infectadas para asegurar la
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especificidad de unién.
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 clinico
adaptado a pulmoén de raton, 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 evalu6 anteriormente que la DLsy de esta cepa era de
aproximadamente 10° unidades formadoras de placa (ufp) (Abed et al., 2006, Antivir. Ther. 11: 971-976). En este
Ejemplo, una dosis baja de infeccion de gripe corresponde a 1 DLsg y una dosis media de infeccidon corresponde a 4
DLso.

Experimentos de exposicion virica

Se infectaron por via intranasal ratones con 35 pl que contenian 1x10° (1 DLsp) de la cepa A/WSN/33 del virus de la
gripe. Se monitorizaron en los ratones diariamente los signos clinicos (pérdida de peso, temperatura rectal,
comportamiento anormal y pelaje encrespado). Las muertes se registraron durante un periodo de 16 dias.

Analisis estadistico

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

Resultados

Para evaluar si la fusion genética de M2e con PapMVCP facilita la inducciéon de una respuesta inmunitaria ante este
péptido, se inmunizaron ratones BALB/c dos veces a intervalos de 2 semanas con 100 uyg de PapMVCP-M2e, VLP
de PapMVCP (sin un epitopo 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
ante M2e e inducir el cambio de clase a IgG2a, lo que demuestra que la fusion genética del péptido M2e con las VLP
vuelve inmunogénico el péptido. Se realizaron ELISA y microscopia confocal para determinar si los anticuerpos
inducidos por vacunacién con VLP de PapMVCP-M2e pueden reconocer la proteina 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 fisioldgico. Ademas, los casos de control de suero (de
ratones inyectados con PBS o VLP de PapMVCP) no se unieron eficazmente a células infectadas ni no infectadas
(Fig. 23B).

Se prob¢ la inmunogenicidad comparativa de ambas formas (VLP y discos) de proteina PapMVCP-M2e expresada
en E. coli. Se midié la respuesta de anticuerpo anti-M2e en ratones inyectados con cualquiera de las dos formas
después del recuerdo y antes de la exposicion 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 inducian 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
observaron beneficios visibles después de una exposicion a la gripe para esta dosificacion de VLP, como se
evidencia por la falta de diferencia significativa en el peso corporal (Fig. 24B) y en los indices de supervivencia entre
los grupos.

EJEMPLO XI: Inmunizacién de ratones con VLP o discos de PapMV que comprenden el antigeno de la gripe
M2e: efecto del régimen de dosificacion, coadyuvantes y opsonizacion

Inmunizacion de ratones

Se inyectaron por via subcutanea 10 ratones BALC/c de 6 a 8 semanas de edad (Charles River) con PBS exento de
endotoxinas (Sigma) o 100 ug de PapMVCP o 100 ug de una forma diferente de PapMVCP-M2e (sola, opsonizada o
coadyuvada) en un volumen de inyeccion final de 100 pl por ratén. La inmunizacién 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 opsonizacién de PapMVCP-M2e, se incubaron anticuerpos monoclonales de IgG2a (producidos en las
instalaciones del inventor) dirigidos hacia PapMVCP o anticuerpos policlonales (de ratones inyectados 2 veces con
VLP de PapMVCP-M2e) con PapMVCP-M2e a 37 °C durante 45 min, respetando una relacion 1:10 vol/vol de
suero:PapMVCP-M2e. Se diluy6 entonces la preparacion en PBS exento de endotoxinas (Sigma, St-Louis, MO)
antes de la inyeccion. Como vacunas de control negativo sirvieron preparaciones que contenian la misma cantidad
de anticuerpos sin proteina PapMVCP- M2e.
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Para coadyuvar, se mezclaron 100 ug de PapMVCP-M2e con Imject Alum (Pierce, Rockford, IL) siguiendo las
instrucciones del fabricante o con 100 ug de PapMVCP.

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

Para experimentos que utilizan PapMVCP-M2em (no ultracentrifugada), la dosis inyectada era de 200 ug de mezcla
de proteina total, que correspondia aproximadamente a 80 yg de HMWP (ya que la PapMV-M2em contiene
aproximadamente un 45 % de HMWP). Esta cantidad correspondia a los 80 uyg de HMWP encontrados en los 100 ug
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 proteccion animal de
la Universidad Laval.

Cuantificacién por ELISA
Se realiz6 la ELISA como se describe en el Ejemplo X.
Experimentos de exposicion virica

Se infectaron por via intranasal ratones con la cepa A/WSN/33 del virus de la gripe como se describe en el Ejemplo
X, excepto porque se usaron 4x10° ufp (4 DLso) para la exposicion. Se monitorizaron en los ratones diariamente los
signos clinicos (pérdida de peso corporal, temperatura rectal, comportamiento anormal y pelaje encrespado). Se
registraron las muertes durante un periodo de 16 dias. Para la determinacion de los niveles de anticuerpo anti-M2
pulmonar y el titulo pulmonar virico en el mismo punto temporal, se sacrificaron grupos de 5 ratones por condicién 7
dias después de la inoculacién. Se efectud el lavado broncoalveolar (LBA) con 3 x 1 ml de PBS estéril. Se extirparon
asépticamente los pulmones y se almacenaron a -80 °C en 1 ml de PBS estéril. Mas tarde, se homogeneizaron los
pulmones y se centrifugaron a 2500 rpm/4 °C durante 10 min y se titularon los sobrenadantes en células MDBK
usando un ensayo de placa estandar como se describe anteriormente (Abed et al., 2005, Antimicrob. Agents
Chemother. 49: 556-559).

Anélisis estadistico
Se efectud el analisis estadistico 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
marcha 3 estrategias diferentes: (1) aumentar el nimero de inyecciones de recuerdo a 2, (2) afiadir un coadyuvante
(alimina o VLP de PapMVCP) a la preparacion y (3) opsonizar con anticuerpos anti-PapMVCP o anti-PapMVCP-
M2e.

Se isotiparon los anticuerpos anti-M2 generados en respuesta al régimen de dosificacion que incluia dos inyecciones
de recuerdo, y en dos grupos de animales en respuesta a preparaciones que comprendian alimina o VLP de
PapMV como coadyuvante, para valorar si habia alguna diferencia en los perfiles de isotipo entre las diferentes
formulaciones (Fig. 25A). Se mostré que las VLP de PapMVCP-M2e desencadenan una respuesta de anticuerpo
Th1/Th2 equilibrada ante el epitopo fusionado, como se demuestra anteriormente con un epitopo diferente (véase el
Ejemplo VI). Ademas, el segundo recuerdo aumentaba notablemente los niveles de IgG2a anti-M2e en comparacion
con el experimento de sensibilizacién-recuerdo Unico descrito en el Ejemplo X. Se observé que los coadyuvantes
mejoran la respuesta humoral muy diferentemente. La alimina impuls6 la respuesta humoral Th2 esperada y
aumento ligeramente la induccion de IgG1 anti-M2, mientras que las VLP de PapMVCP aumentaron, por un factor
de 4, el nivel de IgG2a anti-M2 en comparacion con los grupos vacunados con PapMVCP-M2e sola. Cuando se
infectaron con 4 veces la dosis letalso (4 DLso) de virus de la gripe, los ratones vacunados con preparaciones que
comprendian un coadyuvante mostraron todos sintomas reducidos de morbilidad, con una mejor regulacion de la
temperatura corporal (Fig. 25B) y un peso corporal total mas estable (Fig. 25C). Estos resultados eran mas
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 alumina. Es digno de mencién que, en estos experimentos, la alimina inducia granulomas en el sitio de
inyeccion en los ratones. En contraposicion, coadyuvar con VLP de PapMVCP no generaba ningun efecto toxico
local obvio.

Durante el transcurso de la infeccion, se analizé el indice de supervivencia para la mitad (5/10) de los ratones de
cada grupo. Se sacrificaron los ratones restantes (5/10) para determinar la carga virica en los pulmones y la
respuesta anti-M2e en los lavados broncoalveolares. El uso de cualquier coadyuvante aumentaba el indice de
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supervivencia (4/5 con alumina y 5/5 con VLP de PapMVCP frente a 2/5 sin coadyuvante, véase la Fig. 25D). Se
confirmaron estos resultados por la carga virica medida en los pulmones, mostrando los ratones vacunados con VLP
coadyuvadas titulos viricos pulmonares reducidos respecto a los vacunados con VLP no coadyuvadas, en
comparacion 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
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 proteccion ante la exposicion a la gripe. A este respecto, merece la pena indicar que
dos inyecciones de PapMVCP fusionada con el epitopo 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
epitopo fusionado influye en cierta medida en la inmunogenicidad global dirigida al epitopo fusionado y que la fusién
de un antigeno de la gripe diferente con la proteina de cubierta de PapMV puede requerir por tanto un menor
numero de dosis para desencadenar una respuesta suficientemente protectora.

En un experimento adicional, se usaron anticuerpos monoclonales de IgG2a anti-PapMVCP (AcM) o anticuerpos
policlonales de raton anti-PapMVCP-M2e (AcP) para formar complejos inmunitarios (Cl) in vitro. Los Cl se
denominaron Cl [AcM/PapMVCP-M2e] y ClI [AcP/PapMVCP-M2e], respectivamente. Los ratones inmunizados con Cl
no mostraban niveles significativamente aumentados de anticuerpos anti-M2e, en comparacion con ratones
inmunizados con VLP de PapMV-M2, para todos los isotipos considerados (Fig. 26A). Durante el transcurso de la
infeccion por gripe, los ratones inmunizados con Cl mostraban sintomas 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 comparacion 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
totalmente por los indices de supervivencia (Fig. 26D) y la carga virica pulmonar (Fig. 26E), que demostraron ambos
la ausencia de beneficio para las VLP de PapMVCP-M2e opsonizadas. Ademas, los niveles de anticuerpo de 1gG2a
(anti-M2) detectados en los lavados broncoalveolares eran ligeramente mayores en ratones inmunizados con ClI
[AcM/PapMVCP-M2e] en comparacion con otros grupos vacunados con PapMVCP-M2e (Fig. 26F).

Se efectud un experimento adicional para determinar la eficacia de la preparacion de VLP de PapMV-M2e
purificadas por un dispositivo Macrosep® (PapMVCP-M2em), que contenian un 45 % de macroparticulas = 600 kDa
junto con un 55 % de discos (véase el Ejemplo IX). En la determinacion de la cantidad de PapMVCP-M2em para
usar para inmunizacion, se considero solo la cantidad de HMWP en la preparaciéon. Como se mostré que 100 pg de
proteinas PapMVCP-M2e ultracentrifugadas contenian 80 yg de HMWP determinado por filtracion en gel, se
inyectaron a los ratones 200 yg de PapMVCP-M2em, que correspondian a un contenido de 80 ug de HMWP. Para
probar la inmunogenicidad de esta preparacion, se inyectaron en 10 ratones 3 veces: PBS, 100 pg de VLP de
PapMVCP o 200 pg de PapMVCP-M2em y se infectaron entonces con una dosis baja de la gripe (1 DLsg). Se redujo
drasticamente 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 comparacion con los niveles de anticuerpos de IgG2a generados después
de 3 inyecciones de VLP de PapMVCP-M2e ultracentrifugadas (1/8000 de IgG2a, Fig. 27A). Los ratones vacunados
con PapMVCP-M2em mostraban también sintomas de morbilidad empeorados en comparacién con los grupos de
control (Fig. 27B y C) y tenian un aumento insignificante (p= 0,19) de la supervivencia (Fig. 27D).

Se probé el efecto de los coadyuvantes y la opsonizacion de PapMVCP-M2em. Para todos los isotipos de IgG,
aumentaron los titulos 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 alimina 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 alimina o VLP de PapMVCP
mejoraba drasticamente también el control de la temperatura corporal interna (Fig. 28B), el peso corporal (Fig. 28C)
y el indice de supervivencia (p< 0,0001) de 1/10 a 8/10 y 9/10 respectivamente (Fig. 28D) después de una
exposicion a la gripe de dosis media.

La opsonizacion 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 opsonizacion con AcM o AcP aumentaba
significativamente el control de la temperatura corporal interna (Fig. 29B), el peso corporal (Fig. 29C) y los indices de
supervivencia (p< 0,001, de 1/10 a 6/10 y 7/10 respectivamente, Fig. 29D) después de una exposicion a la gripe de
dosis media. Estos resultados sugieren que la opsonizacién puede ser una buena opcién para SPA débilmente
inmunogénicos.

EJEMPLO XII: Valoracion de la inmunogenicidad de VLP de PapMV que comprenden el antigeno de la gripe
M2e en hurones

VLP de PapMV

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

Se usaron para todos los experimentos hurones macho de 16 semanas de edad o mas. Los animales estaban
vacunados contra la rabia y exentos de anticuerpos detectables por ELISA contra moquillo canino y gripe A de
subtipos HIN1 y H2N3. El dia de la primera inmunizacién, se recogié una muestra de suero, que sirvi6 como
preextraccion. Se efectuaron dos experimentos consecutivos. Para el primer experimento, se inyectaron en 4
animales por via subcutanea 25 pug de VLP de PapMV-M2e. Se efectuaron una segunda y tercera inyecciones a la
misma concentracién a intervalos de 3 semanas. Se expusieron tres semanas después del Ultimo recuerdo los
animales vacunados, asi como dos hurones de control no vacunados, a la inoculacién intranasal de 10° dosis
infecciosas de cultivo de tejido de la vacuna reagrupada PRS8, que porta las proteinas hemaglutinina y
neuraminidasa de la cepa H1N1 Nueva Caledonia/99 del virus de la gripe. Después de la inyeccion, se determiné la
temperatura corporal diariamente durante 7 dias y se midi6 el peso corporal los dias 2, 4 y 6 o 7. Se recogieron
muestras séricas los dias 3y 7 y se determinaron los titulos de anticuerpo por ELISA usando células infectadas o el
péptido Me2 como antigeno.

El disefio de estudio global del segundo experimento fue similar al primero con las siguientes excepciones: se
aumento la dosis de PapMV-M2e 10 veces para el ultimo recuerdo (concretamente, 250 ug), se uso la cepa H1N1
USSR/77 de la gripe como virus de exposicion, se efectud la ELISA de PapMV usando dilucion limitada, en lugar de
DO a una dilucién de 1:50, y se midieron los titulos de lavado nasal los mismos dias que los parametros clinicos.

Resultados

En el momento de la exposicion, 3 de los 4 animales vacunados del primer grupo habian desarrollado anticuerpos
que reconocian el péptido M2e asi como las células infectadas por virus (Fig. 30A y B). Estos anticuerpos
aumentaron adicionalmente al cabo de 7 dias después de la infeccién. Los animales de control alcanzaron titulos
similares ante células infectadas por virus 3 dias después de la inyeccion 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 dia después
de la infeccion, no se observaron diferencias discernibles en los signos clinicos entre los animales vacunados y de
control (Fig. 30C y D).

En el segundo grupo, la cantidad de VLP de PapMV-M2e inyectadas para el ultimo recuerdo aumenté 10 veces. En
el momento de la exposicidon, 3 semanas después del ultimo recuerdo, todos los animales vacunados habian
desarrollado anticuerpos ante péptidos que reaccionaban de forma cruzada con células infectadas por virus (Fig.
31A y B). Debido a los cambios en la ejecucion de ELISA de péptido de DO a dilucién limitada, estos valores no
pueden compararse directamente, sin embargo, se detectaron niveles similares de anticuerpos que reconocen
células infectadas por virus para ambos regimenes de vacunacion (comparar la Fig. 30A y 31A). No habia
diferencias entre los animales vacunados y de control con respecto a la temperatura corporal y el peso durante el
transcurso de la exposicion a la infeccion. Dos de los animales vacunados experimentaron un periodo ligeramente
reducido y acortado de diseminacion virica 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 tenia el titulo de
anticuerpo mas bajo ante el péptido, puntud mejor en la exposicion (Fig. 31, cuadrados negros). En contraposicion,
vac3, que habia agotado su suministro de anticuerpo reactivo cruzado el dia 3, experimenté el transcurso de
enfermedad mas grave (Fig. 31, circulos negros).

Se disefi6 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 hurdn. Los resultados demuestran que la
inyeccion subcutanea de PapMV-M2e provoca una respuesta inmunitaria humoral en hurones, que reconoce
también células infectadas por virus. La enfermedad causada por los virus de exposicion usados, sin embargo, era
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
exposicién mas virulento para confirmar la capacidad de las VLP de PapMV-M2e de proporcionar un efecto protector
en hurones.

Estudios adicionales realizados usando el constructo de H1N1 anterior, asi como un constructo que comprende el
péptido M2e de HIN2 (véase el Ejemplo XIlll), mostraron que, después de una inyeccion inicial seguida por una
inyeccion de recuerdo, los hurones tratados habian originado ya anticuerpos contra las VLP respectivas, y se prevé
detectar anticuerpos contra los péptidos M2e después de una segunda inyeccion de recuerdo. En estos
experimentos, se inyectaron también en los hurones formulaciones que comprendian cada constructo en
combinacién con PapMV o VLP de PapMV como coadyuvante. Para los constructos de H1N1, el efecto de PapMV
como coadyuvante era ligeramente mas pronunciado que el de VLP de PapMV.

EJEMPLO XIlI: Desarrollo de un SPA que comprende el epitopo M2e de la cepa HIN2 de la gripe A

Clonacién y preparacion de particulas de tipo virico (VLP) de PapMV-M2e de HIN2
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Se preparo6 proteina de cubierta de PapMV que comprende el péptido M2e de la cepa HIN2 de la gripe fusionado en
el extremo C de la proteina como se describe en el Ejemplo IX, pero usando los siguientes oligonucleétidos para
crear la secuencia de codificacion de M2e:

Oligo de codificacion de HON2:

5’-CTAGTTCCCTGCTGACCGAAGTGGAAACCCCGACCCGCAACGGTTGG

GGCTGCCGCTGCTCTGATTCCTCCGATA-3’ [SEQ ID NO: 50]

Oligo inverso de HIN2:
5’-CGCGTATCGGAGGAATCAGAGCAGCGGCAGCCCCAACCGTTGCGGGT

CGGGGTTTCCACTTCGGTCAGCAGGGAA-3" [SEQ ID NO: 51)

Se muestra la secuencia aminoacidica del constructo final (PapMV-M2e de H9N2) en la Fig. 1G [SEQ ID NO:47]. Se
prepard también otra version del constructo que incluia un espaciador de glicina-leucina (GGGLLLTS) entre la CP de
PapMV vy el péptido M2e. Brevemente, se linealizé con Spel el ADN del clon de PapMV-M2e. Se reasociaron los
oligonucledtidos mostrados a continuacion [SEQ ID NO: 52 y 53] y se insertaron en el sitio Spel entre el marcador
6xH y el extremo C de CP de PapMV.

Oligo de HIN2 spel -GLY de codificacion:
3'-CTAGTGGTGGCGGTCTGCTGCTGA-3 [SEQ ID NO: 52]

Oligo de HON2 spel -GLY inverso:
5-CTAGTCAGCAGCAGACCGCCACCA-3’ [SEQ ID NO: 53]

Se muestra la secuencia aminoacidica del constructo final que comprende el espaciador (PapMV-3GLM2e de HIN2)
en la Fig. 1H [SEQ ID NO:48].

Se expresaron los constructos resultantes en E. coli como se describe en el Ejemplo IX y se purificaron las proteinas
PapMV-M2e de HIN2 y PapMV-3GLM2e de HIN2 por ultracentrifugacion como se describe en el Ejemplo IX.

PAGE-SDS, FPLC y microscopia electrénica
Se realiz6 el analisis de las proteinas expresadas como se describe en el Ejemplo IX.
Resultados

Se muestran en la Fig. 32A las secuencias C-terminales de la proteina de cubierta de PapMV, PapMV-M2e de HON2
y PapMV-3GLM2e de HIN2. Los perfiles de PAGE-SDS de PapMV, PapMV-M2e de HIN2 y PapMV-3GLM2e de
HIN2 muestran la alta pureza de las proteinas recombinantes (Fig. 32B). Como se esperaba, los perfiles de FPLC
mostraban un Unico pico que correspondia a las VLP de ambas proteinas e indicaban una alta proporcién de VLP
(90 % de VLP con un PM= 650 kDa) en el sedimento de PapMV-3GLM2e de HIN2 y un resultado similar para las
VLP de PapMV-M2e de HIN2 (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 electrénico (Fig.
32D, panel izquierdo). De forma importante, la fusién del epitopo M2e de HIN2 en el extremo C de PapMVCP no
mejora la capacidad de la proteina de autoensamblarse en VLP, ya que se observaron muchas varillas en el
sedimento después de la ultracentrifugacion (Fig. 32D panel central (PapMV-3GLM2e de HON2) y panel derecho
(PapMV-M2e de HIN2)).

EJEMPLO XIV: Inmunogenicidad de un SPA que comprende el epitopo M2e de la cepa HIN2 de la gripe A
Inmunogenicidad de VLP de PapMV-M2e de HIN2 en ratones Balb/C

Se inyectaron grupos de 10 ratones por via subcutanea 3 veces con 100 pug de VLP de PapMV-M2e de HI9N2
purificadas, VLP de PapMV-M2e de HON2 coadyuvadas con un volumen igual de alimina o VLP de PapMV-M2e de
HIN2 coadyuvadas con 100 ug adicionales de VLP de PapMV. Se inyecté también en grupos separados de ratones
proteina total, concretamente la proteina purificada total aislada de E. coli sin ultracentrifugacién y que contiene al
menos un 20 % de discos. El volumen final inyectado en los ratones en todos los casos era de 500 pl.

El ELISA efectuado con los antisueros que se recogieron después de las tres inyecciones reveld que las VLP de
PapMV-M2e de HIN2 eran inmunogénicas en ratones. No se observé en este caso ninguna ventaja por usar VLP de
PapMV o alumina como coadyuvante. Se observé una variacion en la respuesta inmunitaria entre los ratones (Fig.
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 HIN2. 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 XlI) y que el péptido M2e de H1N1 alberga solo 3 diferencias
aminoacidicas en comparacion con el péptido de HON2.

Se midieron los niveles de IgG dirigida hacia VLP de PapMV-M2e de HON2 como se describe en los ejemplos
anteriores para verificar que las VLP eran inmunogénicas. Como se esperaba, se detectaron titulos muy altos de IgG
frente a VLP de PapMV de HIN2 (concretamente la plataforma de vacuna), aunque los ratones tratados no
reaccionaban eficazmente ante el péptido M2e de HON2 (Fig. 33B). Este resultado confirma que las VLP de PapMV-
M2e de HON2 son inmunogénicas pero, debido al repertorio inmunitario limitado de los ratones Balb/C, no todos los
ratones individuales tenian la capacidad de desarrollar una respuesta inmunitaria ante el péptido M2e de HIN2.

Sin embargo, es probable que las VLP de PapMV-M2e de HIN2 sean inmunogénicas en pollos, el hospedador
natural de las cepas de la gripe HON2, 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-MZ2e de HINZ2 inducen una respuesta de memoria duradera

Se analizaron los sueros de dos ratones que producian altos niveles de anticuerpos contra el péptido M2e de HON2
y que se mantuvieron 140 dias después de la tercera inyeccion. Se vio que la respuesta de anticuerpo se mantenia
durante todo este periodo, indicando que las VLP de PapMV-M2e de HON2 eran capaces de inducir eficazmente una
respuesta de memoria en ratones (Fig. 34A). Ademas, se mostré también que estos ratones producian cantidades
prolongadas y abundantes de isotipos IgG1 (Fig. 34B) e IgG2a (Fig. 34C). Este resultado indica que las VLP de
PapMV-M2e de HIN2 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 HIN2-M2e con otros péptidos M2e
Se analizaron por ELISA antisueros obtenidos a partir de ratones que reaccionaban fuertemente con VLP de
PapMV-M2e de HI9N2 para determinar si se reconocian las secuencias de otros péptidos M2e. Se probaron 5

péptidos M2e diferentes, incluyendo el péptido de HON2 (véase la Tabla 3).

Tabla 3: Péptidos M2e probados para reactividad cruzada

Secuencia peptidica* Cepa de la gripe SEQ ID NO:
SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD H1N1 A/lUSRR/90/77 humana 6
HSLLTEVETPTRNEWECRCSDSSD | H5N1 A/Vietnam/1196/04 aviar 41
MSLLTEVETPTRNGWECKCSDSSD | H3N8 42

Alequino/Massachusetts/213/2003
de caballo-perro

MSLLTEVETPTRNGWGCRCSDSSD | HON2  A/pollo/Osaka/aq69/2001 | 43
- - (HON2)

SLLTEVETPTRNEWGCRCSDSSD 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].

Los resultados de ELISA demostraron que los sueros de HIN2 reaccionaban muy fuertemente con el péptido de
HIN2, 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 inmunizacién de animales con VLP de PapMV-M2e de HIN2 podia conducir
a la proteccion ante la infeccidon con cepas de la gripe HON2 y H3N8.

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

Clonacién y preparacion de particulas de tipo virico (VLP) de PapMV-M2e de H3N8

Se preparé proteina de cubierta de PapMV que comprendia el péptido M2e de la cepa de la gripe H3N8 fusionada
en el extremo C de la proteina como se describe en el Ejemplo IX, pero usando los siguientes oligonucleétidos para
crear la secuencia de codificacion de M2e:

Oligo de M2-H3N8 de codificacion:

5-

CTAGTTCCCTGCTGACCGAAGTGGAAACCC CGACCCGCAACGGTTGGGAA
TGCAAATGCTCTGAT TCCTCCGATA-3" [SEQ ID NO:54]

49




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2562774 T3

Oligo de M2-H3N8 inverso:
5'-

CGCGTATCGGAGGAATCAGAGCATTTGCATTCCCAACCGTTGCGGGTCGG
GGTTTCCACTTCGGTCAGCAGGGAA-3’ [SEQ ID NO:55]

Se muestra la secuencia nucleotidica del constructo final en la Fig. 11 [SEQ ID NO:56] y se muestra la secuencia
aminoacidica codificada en la Fig. 1J [SEQ ID NO:57].

Se expresaron los constructos resultantes en E. coli como se describe en el Ejemplo IX y se purificod por
ultracentrifugacion la proteina PapMV-M2e de H3N8 como se describe en el Ejemplo IX.

PAGE-SDS, FPLC y microscopia electrénica
Se realiz6 el analisis de la proteina expresada como se describe en el Ejemplo IX.
Resultados

Se muestran en la Fig. 36A las secuencias C-terminales de la proteina de cubierta de PapMV y PapMV-M2e de
H3N8. Los perfiles de PAGE-SDS de PapMV y PapMV-M2e de H3N8 muestran la alta pureza de las proteinas
recombinantes (Fig. 36B). Como se esperaba, los perfiles de FPLC de las proteinas ultracentrifugadas
resuspendidas en PBS mostraban un pico Unico que correspondia a VLP para ambas proteinas (Fig. 36C). Se
estimo que el pico de VLP de PapMV-M2e de H3N8 estaba compuesto por un 92 % de VLP. La fusion del epitopo
M2e de H3N8 en el extremo C de PapMVCP no perjudico la capacidad de la proteina de autosensamblarse en VLP,
ya que se observaron muchas varillas en el sedimento después de la ultracentrifugacion (Fig. 36D; panel derecho).

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

Clonacion y preparacion de particulas de tipo virico (VLP) de PapMV-M2e de H5N1

Se preparo6 proteina de cubierta de PapMV que comprende el péptido M2e de la cepa de la gripe H5N1 fusionado en
el extremo C de la proteina como se describe en el Ejemplo IX, pero usando los siguientes oligonucleétidos para
crear la secuencia de codificacion de M2e:

Oligo de M2-H5N1 de codificacion:

5-

CTAGTTCCCTGCTGACCGAAGTGGAAACCCCGACCCGCAACGAATGGGAA

TGCCGCTGCTCTGATTCCTCCGATA-3' [SEQ ID NO:60]
Oligo de M2-H5N1 inverso:
CGCGTATCGGAGGAATCAGAGCAGCGGCATTCCCATTCGTTGCGGGTCGG

GGTTTCCACTTCGGTCAGCAGGGAA-3’ [SEQ ID NO:61]

La secuencia nucleotidica del constructo final se muestra en la Fig. 1K [SEQ ID NO:58] y la secuencia aminoacidica
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 purifico la proteina
PapMV-M2e de H5N1 por ultracentrifugacion como se describe en el Ejemplo IX.

PAGE-SDS y microscopia electrénica

Se realiz6 el analisis de la proteina expresada como se describe en el Ejemplo IX.

Resultados

Se muestran las secuencias C-terminales de la proteina 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 proteinas
recombinantes (Fig. 37B). La fusion del epitopo M2e de H5N1 en el extremo C de PapMVCP no perjudico la

capacidad de la proteina de autoensamblarse en VLP, ya que se observaron muchas varillas en el sedimento
después de la ultracentrifugacion (Fig. 37C; panel derecho).
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EJEMPLO XVII: Preparacion de la proteina NP de la gripe

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

codificacion: 3"*GACTCC ATG GCG ACC AAA GGC ACC AAA CGA-3’ [SEQ ID
NO:65]

Inverso: 5'-GATC CTC GJ‘!'LG TTA GTG GTG GTG GTG GTG GTG ATT GTC
GTA CTC CTC-3" [SEQ ID NO:66]

Se cloné la secuencia amplificada en el vector pET-24d(+) (Novagen) linealizado con Ncol y Xhol. Se proporciona la
secuencia aminoacidica de la proteina NP en la Fig. 41B [SEQ ID NO:64]. La secuencia codificada incluia un
marcador 6xHis para facilitar la purificacion.

Se prepard la proteina NP recombinante a partir de BL21 (DE3) RIL de E. coli (Stratagene) transformada con el
plasmido pET-24d(+) que contiene la secuencia de codificacion de NP (descrita anteriormente). Se hicieron crecer
las células en 2 X YT que contenia kanamicina 30 pyg/ml. Se indujo la expresién de proteina con IPTG 1 mM cuando
el cultivo alcanzé una DOggo de 0,6. Se incubd el cultivo durante 16 h adicionales a 22 °C después de la induccion y
se recogieron entonces las células por centrifugacion.

Se lisaron las células usando una prensa French y se aislo la proteina NP marcada con His usando perlas de Ni-
NTA (Qiagen) y un tampon de elucion que contenia NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 500 mM (pH 8,0). Se
dializé extensamente la proteina eluida frente a NaH,PO4 10 mM, pH 7,0 para retirar el imidazol. Finalmente, se
purificd la proteina NP usando una columna HiTrap™ Heparin HP (GE Healthcare) y un gradiente por etapas de
concentraciones crecientes de NaCl (hasta 2 M) en NaH2PO,4 10 mM.

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

PapMV
Se aislo PapMV de tipo silvestre de plantas como se describe en el Ejemplo I.
Inmunizacién de ratones

Se inmunizaron por via subcutanea 2 grupos de 5 ratones una vez con 9 ug de la vacuna comercial Fluviral®
(GlaxoSmithKline) en un volumen final de 350 pl (grupo 1) o con 9 pg de la vacuna Fluviral® coadyuvada con 100 ug
de virus PapMV de tipo silvestre. Se recogieron muestras de sangre los dias 5, 10 y 14 después de la inmunizacion.

ELISA

Se efectud el analisis ELISA usando el protocolo esquematizado en los Ejemplos anteriores, pero usando placas
recubiertas con la vacuna Fluviral® o proteina NP recombinante (producida en E. coliy purificada como se describe
en el Ejemplo XVII). Para la determinacion de la cantidad de IgG2a contra la proteina NP (como se muestra en la
Fig. 40B), se efectud el recubrimiento de las placas con la proteina NP a 37 °C durante 2 horas en lugar de a 4 °C
durante una noche.

Resultados

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

Se analizaron también las cantidades respectivas de isotipos de anticuerpo IgG2a e IgG1 en los sueros contra la
vacuna Fluviral® (Fig. 39). Los sueros de los ratones tratados con la vacuna Fluviral® coadyuvada con PapMV
mostraron cantidades aproximadamente 32 veces mayores de 1gG2a (Fig. 39A), sugiriendo que el coadyuvante
PapMV esta impulsando la respuesta inmunitaria hacia una respuesta Th1. Como tal, se espera que se
desencadene una respuesta celular hacia el epitopo de la gripe contenido en la vacuna Fluviral®.

Se analiz6 también por ELISA la respuesta inmunitaria de los ratones (IgG total) hacia la proteina NP. La proteina
NP es un componente del virus de la gripe y por tanto esta 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 proteina NP (Fig. 40A). El analisis de la cantidad de IgG2a contra la proteina NP en los sueros de los
ratones vacunados muestra que los sueros de ratones tratados con la vacuna Fluviral® coadyuvada con PapMV
contenian mayores cantidades de IgG2a contra la proteina NP (Fig. 40B), demostrando de nuevo que el
coadyuvante PapMV esta impulsando la respuesta inmunitaria hacia una respuesta Th1. Los titulos relativamente
bajos medidos en este caso son el resultado de usar un protocolo de recubrimiento acelerado para las placas de
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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<110>
<120>
<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Met
1

Thx

Leu
Ala
Asn
65

Pro
Lys
Ile
Ala
Asp
145
Arg
Val

Ser

Gln

<210>
<211>
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LISTADO DE SECUENCIAS

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

1398-

107PCT

15-11-2007

60/865.997
15-11-2006

66

FastSEQ para Windows version 4.0

1
215
PRT

Virus del mosaico de la papaya

Proteina de cubierta

1
Ser

Gln
Fro
Lys
50

FPhe
Ser
Ala
Ile
Ser
130
Gly

Ser

His

Lys Ser Ser
5
zlu Gln Met
20
Ser Gln Glu
35
Val Pro Ala

Cys Tyr Asp

Ser Ile Pro
B3
Ser Gly Thr
100
Trp Asn Leu
115
Gly Tyr Lys

Val Glu Asn

Pro Thr Gln

165

Leu Phe Gln
180

Met Ser
Ser Ser
Gln Leu

Ala Ser
55

Asn Gly

T0

Glu Ile

Ser Leu
Arg Thr

Fro Ser
135

Pro Ala

150

Glu Glu

Ala Ala

Thr
Ile
Lys
40

Val
Ser
Ser
Arg
Asp
120
Ala
Ala
Arg

Ala

FPro
Lys
25

Ser
Thr
Ser
Leu
Lys
105
Lys
Lys
Met

Ile

Gln
185

Asn
10

Val
YVal
Thr
Ala
Ala
a0

Phe
Mat
Phe
Gln
Ala

170
Asp

Ile
Asp
Ser
Val
Tyr
75

Gln
Cys
Ala
Ala
Fro
155

Asn

Asn

Ala
Pro
Thr
Rla
&0

Thr
Leu
Arg
Pro
Ala
140
Pro

Ala

Asn

Phe
Thr
Leu
45

Leu
Thr
Ala
Tyr
Ala
125
Phe
Ser

Thr

Phe

Fro
Ser
30

Mat
Glu
Val
Ser
FPhe
110
Asn
Asp
Gly

Asn

Thr
190

Ala
15

Asn
Val
Leu
Thr
Ile
a5

Rla
Trp
Phe

Leu

Lys
175
Ser

Ile
Leu
Bla
Val
Gly
80

Val
Pro
Glu
Phe
Ile
160
Gln

Asn

Ala Phe Ile Thr Lys Gly Gln Ile Ser Gly Ser Thr Fro Thr Ile

Phe
210

2
648

195
Leu Pro Pro

Fro Glu
215

200

53
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<212> ADN
<213> Virus del mosaico de la papaya
<400> 2
atgtctaagt caagtatgbte cacacccaac atagecttce cegocatcac
atgagectega ttaaggtcga tocaacgtce aatcttetge ccoctoccaaga
tcagtgtcca ccctecatggt agctgctaag gttoccagcag ccagtgttac
ttggagttgg tcaacttctg ctatgacaat gggtccagcg cgtacaccac
cratcatcaa taccggagatbt atcactggea caattggeta gtattgtcaa
acttcoccotta gaaaattctg coggtacttc gegocaataa totggaatcet
aaaatggctc ctgccaattg ggaggcttca ggatacaagc caagcgccaa
ttecgacttet tcgacggggt ggagaatccg goggeccatgo aacccccttco
aggtegecga cccaggaaga goggattgec aatgctacca acaaacagqt
caagcegegg cacaggacaa caactttace ageaactecg cotteateac
atttctgggt caaccccaac catccaattc cttccacccc ccgaataa
<210> 3
<211> 211
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Proteina de cubierta de PapMV mutante CPdeltaN5
<400> 3
Met Ala Ser Thr Pro Asn Ile Ala Phe Pro RAla Ile Thr
1 5 10
Met Ser Ser Ile Lys Val Asp Pro Thr Ser Asn Leu Leu
20 25
Glu Gln Leu Lys Ser Val Ser Thr Leu Met Val Ala Ala
35 40 45
Ala Ala Ser Val Thr Thr Val Ala Leu Glu Leu Val Asn
50 55 80
BAsp Asn Gly Ser Ser Ala Tyr Thr Thr Val Thr Gly Pro
65 70 15
Pro Glu Ile Ser Leu Ala Gln Leu Ala Ser Ile Val Lys
85 90
Thr Ser Leu Arg Lys Phe Cys Arg Tyr Phe Ala Pro Ile
100 105
Leu Arg Thr Asp Lys Met Ala Fro Ala Asn Trp Glu Ala
115 120 125
Lys Pro Ser Ala Lys Phe Ala Ala Phe Asp Phe Phe Asp
130 135 140
Asn Pro Ala Ala Met GLln Pro Pro Ser Gly Leu Thr Arg
145 150 1585
Gln Glu Glu Arg Ile Ala Asn Ala Thr Asn Lys Gln Val
165 170
Gln Ala Ala Ala Gln Asp Asn Asn Phe Ala Ser Asn Ser
180 185
Thr Lys Gly Gln Ile Ser Gly Ser Thr Pro Thr Ile Gln
195 200 205
Pro Pro Glu
210
<210> 4
<211> 244
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

ES 2562774 T3

54

ccaggaacadq
gcagttaaag
aactgtggca
agtgactgge
agcttocoggeo
gaggacggac
atttgcegeg
gggactaatc
gcatcteotteo
caaaggocaa

Gln
Pro
30

Lys
Phe
Ser
Ala
Ile
110
Ser
Gly
Ser
His
Rla

150
Phe

Glu
15

Ser
Val
Cys
Ser
Ser
g5

Trp
Gly
Val

Fro

Leu

175
Phe

Leu

Gln
Gln
Fro
Tyr
Ile
80

Gly
Asn
Tyr
Glu
Thr

160
Phe

Ile

Pro

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
648
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15

<220>
<223>

<400>

Met
1

Met

Glu
Bla

Asp
65
Gln

Thr
bhla
Lys

Asn
145
Gln

GLln
Thr
Fro

Asn

225

His
<210>
<211>
<212>
<213>

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

4
Ala

Ser
Gln
Bla
50
Asn
Glu
Asp
Fro
Fro
130
Pra
Glu
Ala
Lys
Pro
210
Gln
His
5

744
ADN

Secuencia artificial

Secuencia nucleotidica que codifica CPdeltaN5-SM fusionada en su extremo C con el péptido M2e de la

Ser
Ser
Leu

35
Ser

Ile
115
Ser
Ala
Glu
Ala
Gly
185
Glu
Trp

His

Thr
Ile
20

Lys
Val
Ser
Ser
Ala
100
Ile
Ala
Ala
Arg
Ala
180
Gln
Thr
Gly

His

Fro
5
Lys
Ser
Thr
Ser
Len
25
Ser
Lys
Lys
Met
Ile
le5
Gln
Ile

Ser

Cys

cepa H1N1 del virus de la gripe

<400>

5

Asn
ala
Val
Thr
Bla
70

Ala
Gly
Met
Fhe
Gln
150
Ala
Asp
Ser

Ser

Arg
230

Ile
Asp
Ser
Val
55

Tyr
Gln
Thr
Ala
Bla
135
Fro
Asn
Azn
Gly
Leu

215
Cys

Ala Phe Pro Ala

Pro
Thr
40

Ala
Thr
Leu
Ser
Fro
120
Ala
Pro
Ala
Ban
Ser
200

Leu

Asn

Thr
25

Leu
Leu
Thr
Ala
Leu
105
Ala
Phe
Ser
Thr
Fhe
185
Thr
Thr

Asp

55

10
Ser

Met
Glu
Val
Ser
90

Arg
Asn
bsp
Gly
Asn
170
Ala
Fro

Gln

Ser

Asn
Val
Leu
Thr
75

Ile
Lys
Trp
Phe
Leu
155
Lys
Ser
Thr

Val

Ser
235

Ile
Leu
Rla
Val
a0

Gly
Val
Fhe
Glu
Phe
140
Thr
Gln
Asn
Ile
Glu

220
Asp

Thr
Leu
Ala
45

Asn
Fro
Trp
Cys
Ala
125
Asp
Arg
Val
Ser
Gln
2058
Thr

Thr

Gln
Fro
30

Lys
Phe
Ser
Asn
Arg

110
Ser

Ser
His
Ala
150
Phe

Fro

Arg

Glu
15

Ser
Val
Cys
Ser
Lew
95

Tyr
Gly
Val
Fro
Leou
175
Fhe
Leu

Ile

His

Gln
Gln
Fro
Tyr
Ile
B8O

Arg
Fhe
Tyr
Gluo
Thr
160
Fhe
Ile
Fro

Arg

His
240
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15

20

25

30

35

atggcatcca
aaggccgatc
ctcatggtag
aacttctgct
caggagatat
tceggoactt
gocaattggg
gacggggtgg
caggaagagc
caggacaaca
acccccacca
gccoccgatte
caccatcaco
<210> 6

<211> 23

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 6
Ser
1
Arg

<210> 7
<211> 23
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 7

cacccaacat
caacgtccaa
ctgetaaggt
atgacaatqg
cactggcaca
coccttaggaa
aggcctcagg
agaatcocggo
ggattgccaa
actttgcocag
tccaattoct
gcaacgaatg
attagtaaqgg

Secuencia artificial

5

20

Secuencia artificial

ES 2562774 T3

agocttooco
tcttctgeocece
tccageagee
grocagogog
attggccage
attctgcogg
atacaagecca
ggcecatgcaa
tgccaccaac
caactcogcoc
tccaccococoo
gggctgccge
atco

Cys Asn Asp Ser Ser Asp

Péptido M2e del virus de la gripe

gccatcacoo
tcccaagageo
agtgttacaa
tacaccacag
attgtctgga
tacttcgegeo
agcgccaaat
cecocctiogg
aaacaggtgc
Ltcatcacca
gaaactagtt
tgcaacgatt

10

aggaacaaat
agttaaagtc
ckbgtggcatt
tgactggcce
atctgaggac
caataatcaa
ttgecocgegtt
gactaaccag
atctcttcoca
aaggccaaat
cocotgetgac
ccbtccgatac

gagctogatt
agtgtccacceo
ggagttggtt
atcatcaata
ggacazaagct
aatggctccet
cgacttctte
gtcgoccgacao
ageocgoggca
ttctgggtca
cgaagtggaa
gcgtcaccat

Péptido M2e de las cepas humanas H1N1 A/USRR/90/77 y AAWSN/33 del virus de la gripe

Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Glu Trp Gly Cys

15

Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Glu Trp Gly Cys

1

5

Arg Cys Asn Gly Ser Ser Asp

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

<220>
<223>

<400> 8

Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Lys Asn Glu Trp Asp Cys

1

20

Secuencia artificial

5

Péptido M2e del virus de la gripe

Arg Cys Asn Asp Ser Ser Asp

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

<220>
<223>

20

Secuencia artificial

10

10

56

15

15

Péptido M2e de la cepa equina H3N8 A/equina/Massachusetts/213/2003 del virus de la gripe

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
Td4
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<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Ser
1

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu
1
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu
1

<210>
<211>

ES 2562774 T3

9
Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Gly Trp Glu Cys
5 10 15
Lys Cys Ser Asp Ser Ser Asp
20
10
23
PRT
Secuencia artificial
Péptido M2e de la cepa H5N1 A/Vietnam/1196/04 del virus de la gripe
10
Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Glu Trp Glu Cys
5 10 15
Cys Ser Asp Ser Ser Asp
20
11
8
PRT
Secuencia artificial
Epitopo M2e del virus de la gripe
11
Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn
5
12
8
PRT
Secuencia artificial
Epitopo M2e del virus de la gripe
12
Val Glu Thr Leu Thr Arg Asn
5
13
8
PRT
Secuencia artificial
Epitopo M2e del virus de la gripe
13
Val Glu Thr Pro Ile Arg Ser
5
14
8
PRT

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencia artificial

Epitopo M2e del virus de la gripe

14
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Glu Val GLlu Thr Pro Thr Arg Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu
1
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu
1
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

15

8

PRT

Secuencia artificial

Epitopo M2e del virus de la gripe

15
Vval Glu Thr Pro Thr Lys Asn
=

wd

16

8

PRT

Secuencia artificial

Epitopo M2e del virus de la gripe

16
Val Asp Thr Leu Thr Arg Asn
5

17

8

PRT

Secuencia artificial

Epitopo M2e del virus de la gripe

17

Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu
1
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

18

8

PRT

Secuencia artificial

Epitopo M2e del virus de la gripe

18
Val Glu Thr Leu Thr Lys Asn
5
19
30
ADN
Secuencia artificial

Cebador

19

agtcccatgg atccaacgtc caatcttctg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

20

49

ADN

Secuencia artificial

58
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<223>

<400>
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Cebador

20

atgeggatcee ttactaatgg tgatggtgat ggtgbttcgagg gggtggaag 49

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21

9

PRT

Secuencia artificial

Epitopo HLA-A*0201 del antigeno tumoral gp100

21

Ile Met Asp Gln Val Pro Phe Ser Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Gly
1
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

22

9

PRT

Secuencia artificial

Epitopo HLA-A *0201 de la proteina M1 de la gripe

22

Ile Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu
5

23

63

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido

23

ctagttcttc tgegttcacce atcatggace aggtteegtt ctectgtttet gtttctcage 60

tga -

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63

24

63

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido

24

ctagtcagct gagaaacaga aacagagaac ggaacctggt ccatgatggt gaacgcagaa 60

gaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63

25

63

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido

25

ctagttctec getgaccaaa ggtatcetgg gtttocgtttt caccctgace gttecgtetg €0

aaa

<210>
<211>
<212>
<213>

B3

26
63
ADN
Secuencia artificial
59
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<220>
<223>

<400>
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Oligonucledtido

26

ctagtttcag acggaacqgt cagggtgaaa acgaaaccca ggataccttt ggtcagcgga 60

gaa
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63

21

9

PRT

Secuencia artificial

Epitopo restringido HLA-A*0201 del antigeno tumoral gp100
21

Ile Thr Asp Gln Val Pro Phe Ser Val

1
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5
28
33
ADN
Secuencia artificial

Cebador

28

agtcccatgg catccacacc caacatagcc ttc 33

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

29

79

ADN

Secuencia artificial

Cebador

29

gatcggatee ttactaatgg tgatggtgat ggtgacgogt ggtactagtt tcggggggtg 60
gaaggaattg gatggttgg T3

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

30

75

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido

30

ctagttecet getgaccocgaa gtggaaacce cgattcgcaa cgaatggggce tgocgotgea 60
acgatkbecte cgata 75

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

31

75

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido

31

cgegtateogg aggaatcgit goagoggeag coccatbtegt tgegaatcgg ggtttccact 60
tecggtocagoea gggaa 75

<210>
<211>

32
80

60
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 32

gatcactagt gtggtggtgg gtaccaccga tcgtageggt gegecgacct acagetgggg 60

tgegaacgat acgcocgtcatg
<210> 33

<211> 80

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 33

B0

catgacgcgt atcgttcgeca cccecagetgt aggtocggege accgectacga tcggtggtac 60

ccaccaccac actagtgatc
<210> 34

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34

agtcoccatgg cecgatoccaac ghcoccaatcoctt ctg

<210> 35

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 35

acgtccatgg tatatctocct tcttaaag
<210> 36

<21> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de exposicion en fago

<400> 36
Asp Pro Ala Pro Arg Pro Arg
1 5

<210> 37

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de exposicion en fago

<400> 31

Leu Leu Asn Ser His Ala Val
1 5

<210> 38

80

i3

28
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<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de exposicion en fago

<400> 38 _
Asn His Ala His Ser Thr Pro

1 5
<210> 39
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de exposicion en fago

<400> 39
Lys hla Leu Gly Asp RAsn Gly

L 5
<210> 40
<211> 24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

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

<400> 40

Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Glu Trp Gly
1 3 10 15

Cys Arg Cys Asn Asp Ser Ser Asp

20
<210> 41

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

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

<400> 41
His Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Glu Trp Glu
1 5 10 15
Cys Arg Cys Ser Asp Ser Ser Asp
20

<210> 42

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 42
Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Gly Trp Glu
1 5 10 13
Cys Lys Cys Ser Asp Ser Ser Asp
20
<210> 43
<211> 24
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido M2e de la cepa HIN2 A/pollo/Osaka/aq69/2001 de la gripe
<400> 43
Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Gly Trp Gly
1 5 10 15
Cys Arg Cys Ser Asp Ser Ser Asp
20
<210> 44
<211> 24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido M2e de la cepa mutante H1N1 I/T de la gripe
<400> 44
Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Fro Thr Arg Asn Glu Trp Gly
1 5 10 15
Cys Arg Cys Ser Asp Ser Ser Asp
20
<210> 45
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador
<400> 45
gatcggatce ttactaatgg tgatggrgat ggtgacgegt ggtactagbt tcoggggggtg 60
gaaggaattg gatggttgg 79
<210> 46
<211> 222
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Proteina de cubierta de PapMV CPdeltaNS que contiene los sitios de restriccion Spel-Miul en el extremo C

(CPdeltaN5-SM)

<400>

46

63
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Met Ala Ser Thr Pro Asn Ile Ala Phe Pro Ala Tle Thr Glm Glu Gln

Met Ser Ser Ile Lys Val Asp Pro Thr Ser Asn Leu Leu Pro Ser Gln
20 25 30
Glu Gln Leu Lys Ser Val Ser Thr Leu Met Val Ala Ala Lys Val Pro
35 40 45
Ala Ala S5er Val Thr Thr Val Ala Leu Glu Leu Val Asn Phe Cys Tyr
50 55 60
Asp Bsn Gly Ser Ser Ala Tyr Thr Thr Val Thr Gly Pro Ser Ser Ile
B35 70 75 80
Pro Glu Ile Ser Leuw Ala Gln Lew RAla Ser Ile Val Lys ARla Ser Gly
85 30 a5
Thr Ser Leu Arg Lys Phe Cys Arg Tyr Phe Ala Pro Ile Ile Trp Asn
100 105 110
Leu Arg Thr Asp Lys Met Ala Pro Ala Asn Trp Glu Ala Ser Gly Tyr
115 120 125
Lys Pro Ser Ala Lys Phe Ala Ala Phe Asp Phe Phe Asp Gly Val Glu
130 135 140
Asn Pro Ala Ala Met Gin Pro Pro Ser Gly Leu Thr Arg Ser Pro Thr
145 150 155 180
Gln Glu Glu Arg Ile Rla Asn Bla Thr Asn Lys Gln Val His Leu Phe
165 170 175
Gln Ala Ala Ala Gln Asp Asn Asn Phe Ala Ser Asn Ser Ala Phe Ile
180 185 130
Thr Lys Gly Gln Ile Ser Gly Ser Thr Pro Thr Ile Gln Phe Leu Pro
195 200 205
Fro Pro Glu Thr Ser Thr Thr Arg His His His His His His
210 215 220

<210 > 47

<211> 244

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CPdeltaN5-SH fusionado en su extremo C con el péptido M2e de la cepa HIN2 del virus de la gripe

<400> 47

Met Ala Ser Thr Pro Asn Ile Bla Phe Pro Ala Ile Thr Gln Glu Gln
1 5 10 15
Met Ser Ser Ile Lys Val Asp Pro Thr Ser Asn Leu Leu Pro Ser Gln
20 25 10

64
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Glu Gln Leu Lys Ser Wal Ser Thr Leu Met Val Ala Ala Lys Val Pro
35 40 45
Ala Ala Ser Val Thr Thr Val Ala Leu Glu Leu Val Asn Phe Cys Tyr
50 55 60
Asp RBsn Gly Ser Ser Ala Tyr Thr Thr Val Thr Gly Pro Ser Ser Ile
685 T0 75 BO
Fro Glu Ile Ser Leu Ala Gln Leu Ala Ser Ile val Lys Ala Ser Gly
B5 a0 85
Thr Ser Leu Arg Lys Phe Cys Arg Tyr Phe Ala Pro Ile Ile Trp Asn
100 105 110
Leu Arg Thr Asp Lys Met Ala Pro Ala Asn Trp Glu Ala Ser Gly Tyr
115 120 125
Lys Pro Ser Ala Lys Phe Ala Ala Phe Asp Phe FPhe Asp Gly Val Glu
130 135 140
Asn Pro Ala Ala Met Gln Pro Fro Ser Gly Leu Thr Arg Ser Pro Thr
145 150 155 160
Gin Glu Glu Arg Ile Ala Asn Ala Thr Asn Lys Gln Val His Leu Phe
165 170 175
Gln Ala Ala Ala Gln Asp Asn Asn Phe Ala Ser Asn Ser Ala Phe Ile
180 185 190
Thr Lys Gly Gln Ile Ser Gly Ser Thr Pro Thr Ile Gln Phe Leu Fro
185 200 205
Pro Pro Glu Thr Ser Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg
210 215 220
Asn Gly Trp Gly Cys Arg Cys Ser Asp Ser Ser Asp Thr Arg His His
225 230 235 240
His His His His
<210> 48
<211> 252

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CPdeltaN5-SM fusionado en su extremo C con un espaciador de glicina y el péptido M2e de la cepa HIN2
del virus de la gripe

<400> 48
Met Bla Ser Thr Pro Asn Ile Ala Phe Pro Ala Tle Thr Gln Glu Gln
1 5 10 15
Met Ser Ser Ile Lys Val Asp Pro Thr Ser Asn Leu Leu Pro Ser Gln
20 25 30
Glu Gln Leu Lys Ser Val Ser Thr Leu Met Val Ala Ala Lys Val Pro
35 40 45
Ala Ala Ser Val Thr Thr Val Ala Leu Glu Leu Val Asn Fhe Cys Tyr
50 55 60
Asp Asn Gly Ser Ser Ala Tyr Thr Thr Val Thr Gly Pro Ser Ser Ile
(3] 70 75 B0
Pro Glu Ile Ser Leu Ala Gln Leu Ala Ser Ile Val Lys Ala Ser Gly
B5 90 a5
Thr Ser Leu Arg Lys Phe Cys Arg Tyr Phe Ala Pro Ile Ile Trp Asn
100 105 110
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Leu Arg

Thr

Asp Lys

115

Pro
130
Fro

Lys

Asn
145
Gln Glu

Gln Ala

Thr Lys

Ser
Ala
Glu
Ala

Gly

BRla Lys

hAla Met

Met

Fhe

Gln

ES 2562774 T3

Pro
120
Ala

Ala

Ala
135

Fro Pro

150

Ile
165
Gln

Arg

Ala
180

Gln Ile

195

Pro
210
Glu

Pro

Thr
225
Asp Ser

49
669
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 49
atggcatceca

aaggtcgatc
ctcatggtag
aacttctgect
ccggagatat
aaattctgcc
gocaattggg
gacggggtgg
caggaagagce
caggacaaca
accoccaacca
caccattag
<210> 50
<211> 75

<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 50

Glu

Val

Ser

Thr Ser

Glu Thr

Ala
Bsp
Ser
Gly

Fro

Asn Ala

Asn Asn

Ser
200
Gly

Gly

Gly
215

Thr Arg

230

Thr
245

Asp

Secuencia artificial

cacccaacat
caacgtccaa
ctgctaaggt
atgacaatgg
cactggcaca
ggtacttcge
aggeoctcagg
agaatccgge
ggattgccaa
actttgocecag
tccaattect

Secuencia artificial

Oligonucledtido

Arg

His His

agcocttccce
tocttctgeec
tccageoageco
gtccagcgeg
attggccage
goccaataatc
atacaagecca
ggccatgcaa
tgccaccaac
caactccgoo
tccacceceoce

Ala Asn

Fhe Asp

Ser Gly

Trp
FPhe

Leu

Ala
125
Asp

Glu

Phe
140

Thr Arg

155

Thr Asn
170
Phe Ala
185
Thr Frc

Leu Leu

Asn Glu

His

250

His

gocatcacco
tcccaagagce
agtgttacaa
tacaccacag
attgtcaaag
tggaatctga
agcgocaaat
coccottegy
aaacaggtgc
Etcatcacea
gaaactagta

Lys
Ser
Thr
Leu
Trp

235
His

Gln Val

Asn Ser

Ser
Gly
Ser
His

Ala

Gly Tyr

Val Glu
Thr
160
Fhe

Pro

Leu
175

Phe Ile

130

Ile Gln
205
Thr Ser
220
Gly Cys

His

aggaacaaat
agttaaagtc
ctgtggoatt
tgactggccce
cttceggoac
ggacggacaa
ttgccgeogtt
gactaaccag
atctcttoca
aaggoccaaat
ccacgogtca

Phe
Ser

Arg

Leu Pro

Leu Leu

Asn
2410

Cys

gagctogatt
agtgtccacc
ggagttggtt
atcatcaata
ttcocttagg
aatggctoct
cgacttctte
gtegoogace
agccgoggca
ttctgggtea
ccatcacecat

Secuencia nucleotidica que codifica la proteina de cubierta de PapMV CPdeltaN5 que contiene los sitios de
restriccion Spel-Mlul en el extremo C (CPdeltaN5-SM)

&0

120
180
240
300
360
420
480
540
&e00
&6l
663

ctagttccocct gotgaccgaa gtggaaaccee cgaccogoaa cggttgggge tgocgetget 60
ctgattccte cgata

<210> 51
<211> 75
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

Secuencia artificial

Oligonucledtido

66
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<400> 51

cgogtatcgg aggaatcaga gcagoggcag ccccaaccgt tgcggugtoegg ggtttccact 60
Lcggtcagca gggaa 15
<210> 52
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 52
ctagtggtgy cggtetgetg ctga 24

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 53
ctagtcagca gcagaccgcc acca 24

<210> 54

<211> 75

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 54

ctagttccct gctgaccgaa gtggaaaccc cgacccgcaa cggttgggaa tgcaaatget 80
ctgatteceote cgata 75
<210> 55

<211> 75

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 55
cgcgtatogg aggaatcaga geatttgeat tcccaaccgt tgegggtogg ggtttccact 60
toeggteagea gggaa 75

<210> 56

<211> 735

<2 12> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 56

67



10

atggcatcca
aaggtcgatc
ctoatggtag
aacttctget
ccggagatat
aaattctgoc
gecaattggg
gacggggtygg
caggaagagco
caggacaaca
accccaacea
accccgacec
caccatcacc
<210> 57

<211> 244

<212> PRT
<213>

<220>
<223>
la gripe

<400> 57

Met Rla
1
Met Ser

Glu Gln

Ela
50
Asn

Ala

Asp
B85
Pro Glu

Thr Ser

Leu Arg

Ser
Ser
Leu
a5

Ser
Gly
Ile

Leu

Thr

cacccaacat
caacgtccaa
ctgctaaggt
atgacaatgqg
cactggecaca
ggtacttcgo
aggcotcagg
agaatccggce
ggattgocaa
actttgoccag
toccaatteet
gcaacggttg
attag

Secuencia artificial

Thr Pro

Ile
20
Lys

Lys
Ser
Val Thr

Ser Ser

Asn
Val
Val
Thr

Ala

ES 2562774 T3

agccttoccc
tcttctgeece
tccagcagec
gtccagocgeg
attgaccage
goccaataatc
atacaagcca
ggecatgeaa
tgoccaccaac
caactccqgec
toccacococoo
ggaabtgcaaa

Ile Ala

Asp Preo
Thr
40

Ala

Ser

Val
55

Tyr Thr

70

Leu
BS
Lys

Ser

Brg
100
Asp

115

Ala

Fhe

Met

Gln Leu

Cys Arg

Ala Pro

120

goccatcacec
tcccaagage
agtgttacaa
tacaccacaqg
attgtcaaag
tggaatctga
agcgocaaat
cecooottegyg
azacaggtgc
ttcatcacca
gaaactagtt
tgoctctgatt

Fhe

10
Thr Ser
25
Leu Met

Leu Glu

Thr Val

Ala Ser
=10
Tyr Fhe
105

Ala Asn

68

Pro Ala
Asn
Val
Leu
Thre
75

Ile
Ala

Trp

aggaacaaat
agttaaagtc
ctgtggcatt
tgactggccc
ctteccggeac
ggacggacaa
ttgccgogtt
gactaaccag
atctcttbeoca
aaggccaaat
cectgeotgac
coctoccgatac

Ile Thr

Leu Leu

Gln

Pro

gagctogatt
agtgtccacc
ggagttggtt
atcatcaata
ttccoccttagg
aatggctcct
cgacttotte
gtcocgocgace
agcogoggea
ttctgggtca
cgaagtggaa
gcgtoaccat

Glu Gln

15

Ser Gln

30

Ala Ala
45
Val Asn
&0

Gly Pro

Val Lys

Fro Ile

Lys
Phe
Ser
Ala

Ile

Val Pro

Cys Tyr
Ile
80

Gly

Ser

Ser
95

Trp Asn

110

Rla
125

Glu

Ser

Gly Tyr

&0

120
180
240
300
380
420
480
540
600
el
720
735

Proteina de cubierta de PapMV fusionada en su extremo C con el péptido M2e de la cepa H3N8 del virus de
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Fro
130
Pro

Lys

hsn
145
Gln Glu

Gln Rla

Thr Lys

Ser
Ala
Glu
Ala

Gly

Ala Lys

Ala Met

FPhe

Gln

ES 2562774 T3

Ala
135
FPro

Ala

Pro

150

Ile
165
Gln

Arg

Ala
180

Gln Ile

185

Pro
210
Gly

Bro

Asn
225
His His
<210> 58

<211> 735
<212> ADN

Glu
Trp Glu

His

Thr Ser

Cys

Rla
hsp
Ser
Ser

Lys

Bsn Ala

Asn Asn

Ser
200
Leu

Gly

Leu
215

Cys Ser

230

His

<213> Secuencia artificial

<220>

Phe Asp

Ser Gly

Fhe

Leu

Fhe
140
Thr

Asp

Arg

155

Thr Asn
170
FPhe Ala
185
Thr Pro

Thr Glu

Asp Ser

Lys
Ser
Thr
Val

Ser

Gln Val

Asn Ser

Gly
Ser
His

Ala

Val Glu

Thr
160

Phe

PFro

Leu
175

Phe Ile

150

Gln
2058
Thr

Ile

Glu
220

Asp Thr

235

Fhe
Pro

Arg

Leu Pro

Thr Arg

His
240

His

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

<400> 58
atggcatcca

aaggtcgatc
ctcatggtag
aacttctget
coggagatat
aaattctgoo
gccaattggg
gacggggtgg
caggaagage
caggacaaca
dCCcCCaacca
dccccgacce
caccatcacoc

<210> 59

<211> 244
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 59

cacccaacat
caacgtccaa
ctgotaaggt
atgacaatqqg
cactggcaca
ggtacttogc
aggcctcagg
agaatcocggc
ggattgccaa
actttgccag
tccaattcct
gcaacgaatg
attag

Secuencia artificial

agocottoooe
tettetgece
tccageageo
gtecagegeg
attggccagce
goccaataate
atacaagcca
ggccatgeaa
tgoccaccaac
caactcocegec
tccaccooco

ggaatgccge

geocatcacco
tcccaagage
agtgttacaa
tacaccacaqg
attgtcaaag
tggaatctga
agcgeccaaat
cocootteqy
aaacaggtgc
ttcatcacca
gaaactagtt
tgctetgatt

aggaacaaat
agttaaagtc
ctgtggcatt
tgactggccco
cttococggeoac
ggacggacaa
ttgcegegtt
gactaaccang
atctettcea
aaggccaaat
ccctgectgac
cctecogatac

gagctogatt
agtgtccaccec
ggagtbggtt
atcatcaata
ttececttagg
aatggotoct
cgacttette
gtecgocaace
agcocgoggoa
ttctgggtca
cgaagtggaa
gogteaccat

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

Met Ala Ser Thr Pro Asn Ile Ala Phe Pro Ala Ile Thr Gln Glu Gln

1

5

10

69

15

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
735
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Met
Glu
Ala

Asp
65
Pro

Thr
Leu
Lys

Asn
145
Gln

Gln
Thr
Fro

Asn
225
His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ctagttcect getgaccgaa gtggaaacce cgacccgcaa cgaatgggaa tgocgctget 60
ctgattccte cgata

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

cgogtatcgg aggaatcaga gcagceggeat toccattegt tgcgggtegg ggtttecact 60
teggteagea gggaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Ser
Gln
Ala
50

Asn
Glu
Ser
Arg
Pro

130
Pro

Glu
Ala
Lys

Pro
210
Glu

His
60
75
ADN

Secuencia artificial

Ser
Leu

35
Ser

Ile
Leu
Thr
115
Ser
ala
Glu

Ala

Gly
195
Glu
Trp

His

Ile
20

Lys
Val
Ser
Ser
Arg
100
Asp
ala
Bla
Arg
Ala
180
Gln
Thr
Glu

His

Oligonucledtido

60

61
75

ADN
Secuencia artificial

Oligonucledtido

61

62
23

PRT
Secuencia artificial

Lys
Ser
Thr
Ser
Leu

85
Lys

Lys
Met
Ile
165
Gln
Ile

Ser

Cys

Yal
Val
Thr
Ala
70

Ala
Phe
Met
Phe
Gln
130
Rla
Rsp
Ser

Ser

Arg
230

ES 2562774 T3

Asp
Ser
Val
55

Tyr
Gln
Cys
Bla
Bla
135
Fro
Asn
Asn
Gly
Leu

215
Cys

Pro
Thr
40

Ala
Thr
Leu
Arg
Fro
120
Ala
Fro
Ala
Asn
Ser
200

Leu

Ser

Thr Ser Asn Leu
25
Leu Met Val Ala

Leu Glu Leu Vval
60
Thr Val Thr Gly
75
ARla Ser Ile Val
80

Tyr Phe Ala Pro
105

Ala Asn Trp Glu

Phe Asp Phe Fhe
140

Ser Gly Leu Thr

155
Thr Asn Lys Gln
170

Fhe Ala Ser Asn

185

Thr Pro Thr Ile

Thr Glu Val Glu

220

Asp Ser Ser Asp
235

Fragmento del péptido M2e de la cepa mutante H1N1 I/T de la gripe

70

Leu
Rla
45

Azn
Pro
Lys
Ile
Bla
125
Asp
Arg
Val
Ser
Gln
205
Thr

Thr

Fro
30

Lys
Phe
Ser
hAla
Ile
110
Ser
Gly
Ser
His
Ala
190
Phe

Pro

Arg

Ser
Val
Cys
Ser
Ser
g5

Trp
Gly
Vval
Pro
Leu
175
Phe
Leu

Thr

His

Gln
Fro
Tyr
Ile
80

Gly
Asn
Tyr
Glu
Thr
i60
Phe
Ile
Pro

Arg

His
240
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<400> 62

Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Glu Trp Gly Cys

1

5

ES 2562774 T3

Arg Cys Ser Asp Ser Ser Asp

63
1497
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 63
atggcgacca
aatgccactg
atccaaatgt
ttaacaatag
gaacatccca
gatggaaagt
cgccaagcta
tccaatttga
cccaggatgt
gotgoagtoa
atcaatgatc
agaatgtgea
caagtgagag
cggtctgcac
tatggacctg
atagaccctt
aatccagcac
ctaagagtat
agaggagttc
ctgagaagoa
gettectegg
gacagaccaa
agaacogaaa
cggggagtct
atgagtaatg
<210> 64
<211> 498

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 64

20

Secuencia artificial

aaggcaccaa
aaatcagagc
gcaccgaact
agagaatggt
gtgcggggaa
ggatgagaga
ataatggtga
atgatgcaac
gotcactgat
aaggagttgg
ggaacttctyg
acattctcaa
agagcocggaa
tcatattgag
cocgtagocag
tcagactgct
acaagagtca
caagcttcat
aaattgcttc
gatactgggeoc
goccaaatcag
ccattatgge
tcataaggct
tocgagotcte
daggatctta

Secuencia artificial

acgatcttac
atctgtcgga
taaactcagt
gctctetget
agatcctaag
actcatcctt
cgatgcaacy
ttaccagagg
gcagggttca
aacaatgghbg
gaggggtgaqg
agggaaattt
tccaggaaat
agggtcagre
tggatacgac
tcaaaacagc
actggtgtgg
cagagyggacy
caatgaaaac
cataaggacc
catacaacct
agcattcact
gatggaaagt
ggacgaaaag
tttcttegga

10

Jgaacagatgg
aaaatgattg
gattatgagqg
tttgacgaga
aaaactggag
tatgacaaag
gctggtctga
acaagagctc
accctcecta
atggaattga
aatggacqgga
caaacagctg
gctgagtteg
gctecacaagt
tttgaaagag
caagtataca
atggcatgce
aaagtggtce
atggagacta
agaagtggag
acqgttcteag
gggaatacag
gcaagaccag
gcagcgageoc
gacaatgcag

Proteina NP de la cepa AWSN/33 del virus de la gripe

71

agactgatgg
gtggaattgg
gacggctgat
ggaggaataa
gacctatata
aagaaataag
ctcacatgat
ttgttcgecac
ggaggtctgg
tcagaatgat
gaacaaggat
cacaaagagc
aagatctcat
cctgootgeo
agggatactc
gocctaatcag
attectgectge
caagagggaa
tggaatcaag
ggaacaccaa
tacagagaaa
aggggagaac
aagatgtgtce
cgategtgee
aggagtacga

15

Secuencia nucleotidica que codifica la proteina NP de la cepa A/WSN/33 del virus de la gripe

Agaacgccag
acgattctac
tcagaacagc
atatctagaa
caggagagta
acgaatctgg
gatctggcac
aggaatggat
ggccgcaggt
caaacgtggg
tgocttatgaa
aatggtggat
ctttctagea
tgoctgtgtg
tctagtcgga
accaaatgag
atttgaagat
getttocact
tacccttgaa
tcaacagagg
totcocecttLt
atctgacatg
tttccagggg
cteocctttgac
caattaa

60
120
180
240
oo
360
420
480
540
600
660
720
T80
g40
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1457



Met
Gly
Ile
Leu
Arg
Glu
Tyr
Lys
Ala
Asp
145
Pro
Gly
Leu
Gly
Ile
225
Gln
Ile
Lys
Tyr
Arg
308
Asn
Ala

Val

Glu

Bla
Glu
Gly
Ser
50

Met
His
Arg
Glu
Thr
130
Ala
Arg
Ala
Ile
Glu
210
Leu
Val
Phe
Ser
PLSP
2580
Leu
Fro
FPhe

Fro

Bsn

370

Thr
Aryg
Gly
Asp
Vval
Fro
Arg
Glu
115
Ala
Thr
Met
Lla
Arg
195
Asn
Lys
Arg
Leu
Cys
275
Phe
Leu
Ala
Glu
Arg

355
Met

Lys
Gln
20

Ile
Tyr
Leu
Ser
Val

100
Ile

Tyr
Cys
Gly

180
Met

Gly
Glu
Ala
260
Leu
Glu
Gln
His
Bsp
340
Gly

Glu

Gly
hsn
Gly
Glu
Ser
Ala
BS

Asp
Arg
Leu
Gln
Ser
lgs
Ala
Ile
Rrg
Lys
Ser
245
Arg
Pro
Arg
Asn
Lys
325
Leu

Lys

Thr
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Thr Lys Arg

Ala
Arg
Gly
Ala
70

Gly
Gly
Arg
Thr
Arg
150
Leu
Ala
Lys
Arg
Fhe
230
Arg
Ser
Ala
Glu
Ser
310
Ser
Arg

Leu

Met

Thr
Phe
Arg
55

Fhe
Lys
Lys
Ile
His
135
Thr
Met
Val
ATrg
Thr
215
Gln
Asn
Ala
Cys
Gly
285
Gln
Gln
Val

Ser

Glu
375

Glu
Tyr
40

Leu
Lsp
Asp
Trp
Trp
120
MeC

Arg

Gln

Gly
200
Arg
Thr
Pro
Leu
Val
ZB0
Tyr
Val
Leu

Ser

Thr
360
Ser

Ser
Ile
25

Ile
Ile
Glu
Fro
Met
105
Arg
Met
Ala
Gly
Gly
185
Ile
Ile
Bla
Gly
Ile
265
Tyr
Ser
Tyr
Val
Ser
345
Arg

Ser

72

Tyr
10

Arg
Gln
Gln
Arg
Lys
40

Arg
Gln
Ile
Leu
Ser
170
Val
AsSn
Ala
BEla
Asn
250
Leu
Gly
Leu
Ser
Trp
330
Phe

Gly

Thr

Glu
Ala
Met
Azn
Arg
75

Lys
Glu
Ala
Trp
Val
155
Thr
Gly
AsSp
Tyr
Gln
235
Ala
Arg
Fro
Val
Leu
315
Met
Ile

Val

Leu

Gln
Ser
Cys
Ser
60

AsSn
Thr
Leu
Asn
His
140
Arg
Leu
Thr
Arg
Glu
220
Arg
Glu
Gly
Ala
Gly
300
Ile
Rla
Arg
Gln

Glu
380

Met
Val
Thr
45

Leu
Lys
Gly
Ile
Asn
125
Ser
Thr
Pro
Met
BAsn
205
Arg
Bla
Fhe
Ser
Val
285
Ile

Arg

Cys

Ile
365
Leu

Glu
Gly
30

Glu
Thr
Tyr
Gly
Leu
110
Gly
Asn
Gly
Arg
Val
190
Fhe
Met
Met
Glu
Val
270
Ala
Asp
Pro
His
Thr
350
Ala

Arg

Thr
15

Lys
Leu
Ile
Leuw
Pro
85

Tyr
Asp
Leu
Met
Arg
175
Met
Trp
Cys
Val
Asp
255
Ala
Ser
Pro
Asn
Ser
335
Lys

Ser

Ser

Asp
Met
Lys
Glu
Glu
80

Ile

Asp

Asn
Asp
160
Ser
Glu
Pnrq
Asn
Asp
240
Leu
His
Gly
Fhe
zlu
120
Ala
Val

Asn

Arg
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Tyr
385
Ala

Asn
Thr
Glu

Glu
165
Met

Asp
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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Trp Ala Ile Arg Thr BArg Ser
350
Ser Ser Gly Gln Ile Ser Ile
405
Leu Pro Phe Asp Arg Pro Thr
420
Glu Gly Arg Thr Ser Asp Met
435 440
Ser Ala Arg Pro Glu Asp Val
450 155
Leu Ser Asp Glu Lys Ala Ala
470
Ser Asn Glu Gly Ser Tyr Phe
485
Asn

65

30

ADN

Secuencia artificial

Cebador

65

gactccatgg cgaccaaagg caccaaacga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

66

46

ADN

Secuencia artificial

Cebador

66

Gly
Gln
Ile
425
Arg
Ser

Ser

FPhe

Gly
Pro
410
Met
Thr
Phe

Fro

Gly
490

Asn
3495
Thr
Ala
Glu
Gln
Ile

475
Asp

Thr
Fhe
Ala
Ile
Gly
480
YVal

Asn

Asn
Ser
Phe
Ile
445
Aryg

Pro

Ala

gatcctcgag ttagtggtgg tggtggtggt gattgteogta ctecte

73

Gln
Val
Thr
430
Arg
Gly

Ser

zlu

Gln
Gln
415
Gly
Leu
Val
Fhe

Glu
495

Arg
400
Arg
Asn
Met
Phe
Asp

480
Tyr

30

46
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema presentador de antigeno que comprende uno o mas antigenos del virus de la gripe en
combinacidén con un virus del mosaico de la papaya (PapMV) o una VLP que comprende la proteina de cubierta de
PapMV, en el que dicho uno o mas antigenos del virus de la gripe no estan conjugados con dicho PapMV o VLP.

2. El sistema presentador de antigeno de la reivindicacion 1, en el que dicha VLP comprende la proteina de
cubierta de PapMV modificada, siendo capaz dicha proteina de cubierta de PapMV modificada de autoensamblarse
formando dicha VLP.

3. El sistema presentador de antigeno de la reivindicacion 1 o 2, en el que dichos uno o mas antigenos de
virus de la gripe estan comprendidos en una preparacién de vacuna de la gripe comercialmente disponible.

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

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

6. El sistema presentador de antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4 0 5, en el que dicho
sistema presentador de antigeno comprende una VLP, comprendiendo dicha VLP una proteina de cubierta de
PapMV que tiene una secuencia aminoacidica sustancialmente idéntica a la secuencia expuesta en una cualquiera
de las SEQ ID NO:1, 3 0 46.

7. Una composicion de vacuna de la gripe que comprende uno o mas de los sistemas de presentacion de
antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3,4, 5 0 6.

8. Un sistema presentador de antigeno seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5 0 6 para uso
en la induccién de una respuesta inmunitaria ante un virus de la gripe en un animal.

9. El sistema presentador de antigeno para uso segun la reivindicacion 8, en el que dicha respuesta
inmunitaria comprende una respuesta inmunitaria humoral.

10. El sistema presentador de antigeno para uso segun la reivindicacion 8 o 9, en el que dicha respuesta
inmunitaria comprende una respuesta inmunitaria celular.

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

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

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

14. La composicién para uso segun la reivindicacion 13, en la que dicha respuesta inmunitaria comprende una
respuesta ante la proteina NP.

15. La composicion para uso segun la reivindicacion 13 o 14, en la que dicha respuesta inmunitaria es eficaz
ante mas de una cepa del virus de la gripe.

16. La composicidon para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 13, 14 o 15, en la que dicha
composicion comprende una VLP que comprende la proteina de cubierta de PapMV.

17. La composicion para uso segun la reivindicacion 16, en la que dicha VLP comprende la proteina de cubierta
de PapMV modificada, siendo capaz dicha proteina de cubierta de PapMV modificada de autoensamblarse
formando dicha VLP.

18. La composicidon para uso segun la reivindicacion 16 o 17, en la que dicha VLP comprende proteina de
cubierta de PapMV que tiene una secuencia aminoacidica sustancialmente idéntica a la secuencia como se expone
en una cualquiera de las SEQ ID NO:1, 3 0 46.

19. Una composicién que comprende:
uno o mas antigenos del virus de la gripe en combinacién con un virus del mosaico de la papaya (PapMV) o una
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VLP que comprende la proteina de cubierta de PapMV, y

un coadyuvante,

en la que dichos uno o mas antigenos del virus de la gripe son antigenos peptidicos que estan conjugados con la
proteina de cubierta de dicho PapMV o VLP, y

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

20. La composicién segun la reivindicacion 19, en la que dicha VLP comprende la proteina de cubierta de
PapMV modificada, siendo capaz dicha proteina de cubierta de PapMV de autoensamblarse formando dicha VLP.

21. La composicién segun la reivindicacion 19 o 20, en la que dichos uno mas antigenos del virus de la gripe
estan fusionados genéticamente o conectados covalentemente con dicha proteina de cubierta de VLP.

22. La composicién segun la reivindicacion 19 o 20, en la que:

(a) el uno o mas antigenos del virus de la gripe estan fusionados genéticamente en o proximales al extremo C
de dicha proteina de cubierta, y/o

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

23. La composicién segin una cualquiera de las reivindicaciones 19, 20, 21 0 22, en la que dicha composicion
comprende una VLP que comprende una proteina de cubierta de PapMV que tiene una secuencia aminoacidica
sustancialmente idéntica a la secuencia expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NO:1, 3 0 46.

24. La composicion segun la reivindicacion 22, en la que dicha composicion comprende una VLP que
comprende una proteina de cubierta de PapMV que tiene una secuencia aminoacidica sustancialmente idéntica a la
secuencia expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NO:4, 47 o 48.

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

26. La composicion para uso segun la reivindicacion 25, en la que dicha respuesta inmunitaria comprende una
respuesta inmunitaria humoral, una respuesta inmunitaria celular o ambas.

27. La composicion para uso segun la reivindicacion 25 o 26, en la que dicho animal es un ser humano.

28. Un polipéptido que comprende una proteina de cubierta del virus del mosaico de la papaya (PapMV)
fusionada con uno o mas antigenos peptidicos del virus de la gripe para uso en la preparacion de una composicion
segun la reivindicacion 21, en el que dicho polipéptido es capaz de autoensamblarse formando una VLP.

29. El polipéptido de la reivindicaciéon 28 para uso segun la reivindicacion 28, en el que:

(a) los antigenos peptidicos estan fusionados en o proximales al extremo C de dicha proteina de cubierta del
virus del mosaico de la papaya y/o

(b) al menos uno de dichos antigenos peptidicos es un péptido M2e o un fragmento del mismo.
30. El polipéptido de la reivindicacién 29 para el uso segun la reivindicacion 28, en el que dicho polipéptido
comprende una secuencia aminoacidica sustancialmente idéntica a la secuencia como se expone en una cualquiera

de las SEQ ID NO:4, 47 o 48.

31. Un polinucleétido que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 28, 29 o 30.
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A.
MSKSSMSTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTT
VALELVNFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNL
RTDKMAPANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLIRSPTQEERIANATN
KQVHLFQAAAQDNNFTSNSAFITKGQISGSTPTIQF LPPPE

B.
ATGTCTAAGTCAAGTATGTCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGG
AACAGATGAGCTCGATTAAGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGA
GCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGT
GTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTCAACTTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCG
CGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTGGCACAATT
GGCTAGTATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGAAAATTCTGCCGGTACTTC
GCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAG
GCTTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGG
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAATCAGGTCGCCGACCC
AGGAAGAGCGGATTGCCAATGCTACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCG
CGGCACAGGACAACAACTTTACCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAA
TTTCTGGGTCAACCCCAACCATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAATAA

C.
MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVITVALE
LVNFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDK
MAPANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQV
HLFQAAAQDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPE

D.
MASTPNIAFPAITQEQMSSIKADPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALE
LVNECYDNGSSAYTTVTGPSSIQEISLAQLASIVWNLRTDKASGTSLRKFCRYFAPIIK
MAPANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQV
HLFQAAAQDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPETSSLLTEVETPIRNEWGCRCN
DSSDTRHHHHHH

E.
ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCT
CGATTAAGGCCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTC
AGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTG
GCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAG
TGACTGGCCCATCATCAATACAGGAGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGT
CTGGAATCTGAGGACGGACAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGG
TACTTCGCGCCAATAATCAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTCAGGATACA
AGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGAATCCGGC
GGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGCGGAT
TGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAA
CAACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACC
CCCACCATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAAACTAGTTCCCTGCTGACCGAAGTGG
AAACCCCGATTCGCAACGAATGGGGCTGCCGCTGCAACGATTCCTCCGATACGC
GTCACCATCACCATCACCATTAGTAAGGATCC

FIGURA 1
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F.

MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKV PAASVTTVALE
LVNFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPII WNLRTDK
MAPANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATN KQV
HLEQAAAQDNNFASNSAFITKGQISG STPTIQFLPPPETSTTRHHHHHH

G.

MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMV AAKVPAASVTTVALE
LVN FCYDNGSSAYTI‘VTGPSSIPE]SLAQLASIVK&SGTSLRKPCRYFAPI]WLRTDK
MAPANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQV
HLFQAAAQDNNFASNSAFITKGQISGSTPT IQFLPPPETSSLLTEVETPTRNGWGCRCS
DSSDTRHHHHHH

H.

MASTPNIAFPAITQEQMS SIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALE
LVNFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPITWNLRTDK
MAPANWEASGYKPS AKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQV
HLFQAAAQDNNFASNSAFITKGQISG STPTIQFLPPPETSGGGLLLTSSLLTEVETPTR
NEWGCRCNDSSDTRHHHHHH

I.

ATGGCATCCAC ACCCAACATAchT’I‘CCCCGCCATCACCCAGGMCAMTGAGCT
CGATTAAGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAA AGTC
AGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCC AGTGTTACAACTGTG
GCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCG TACACCACAG
TGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTGGCA CAATTGGCCAGCATTGT
CAAAGCTTCCGGCACTTCCCTT AGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATC
TGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCT CAGGATAC
AAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGAATCCG
GCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGG AAGAGCGG
ATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGAC
AACAACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAA
CCCCAACCATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAAACTAGTTCCCTGCT GACCGAAGT
GGAAACCCCGACCCGCAACGGTTGGGAATGCAAATGCTCTGATTCCT CCGATAC
GCGTCACCATCACCATCACCATTAG

J.

MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMV AAKVPAASVTTVALE
LVNECYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDK
MAPANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQV
HLFQAAAQDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPETS SLLTEVETPTRNGWECKCS
DSSDTRHHHHHH

FIGURA 1 (CONT)
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K.
ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCT
CGATTAAGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTC
AGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTG
GCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAG
TGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGT
CAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATC
TGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTCAGGATAC
AAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGAATCCG
GCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCAACCCAGGAAGAGCGG
ATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGAC
AACAACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAA
CCCCAACCATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAAACTAGTTCCCTGCTGACCGAAGT
GGAAACCCCGACCCGCAACGAATGGGAATGCCGCTGCTCTGATTCCTCCGATAC
GCGTCACCATCACCATCACCATTAG

L.
MASTPNIAFPAITQEQMSSIK VDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALE
LVNFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDK
MAPANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQV
HLFQAAAQDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPETSSLLTEVETPTRNEWECRCS
DSSDTRHHHHHH

M.
ATGGCATCCACACCCAACATAgCcTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCT
CGATTAAGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTC
AGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTG
GCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAG
TGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGT
CAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATC
TGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTCAGGATAC
AAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGAATCCG
GCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGCGG
ATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGAC
AACAACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAA
CCCCAACCATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAAACTAGTACCACGCGTCACCATCA
CCATCACCATTAG

FIGURA 1 (CONT)
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WT 100ug

la linea roja representa el valor basal normal de
ratones preinmunes
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A

ATGGCGACCAAAGGCACCAAACGATCTTACGAACAGATGGAGACTGATG
GAGAACGCCAGAATGCCACTGAAATCAGAGCATCTGTCGGAAAAATGATT
GGTGGAATTGGACGATTCTACATCCAAATGTGCACCGAACTTAAACTCAG
TGATTATGAGGGACGGCTGATTCAGAACAGCTTAACAATAGAGAGAATGG
TGCTCTCTGCTTTTGACGAGAGGAGGAATAAATATCTAGAAGAACATCCC
AGTGCGGGGAAAGATCCTAAGAAAACTGGAGGACCTATATACAGGAGAG
TAGATGGAAAGTGGATGAGAGAACTCATCCTTTATCGACAAAGAAGAAATA
AGACGAATCTGGCGCCAAGCTAATAATGGTGACGATGCAACGGCTGGTCT
GACTCACATGATGATCTGGCACTCCAATTTGAATGATGCAACTTACCAGA
GUGACAAGAGCTCTTGTTCGCACAGGAATGGATCCCAGGATGTGCTCACTG
ATGCAGGGTTCAACCCTCCCTAGGAGGTCTGGGGCCGCAGGTGCTGCAGT
CAAAGGAGTTGGAACAATGGTGATGGAATTGATCAGAATGATCAAACGTG
GGATCAATGATCGGAACTTCTGGAGGGGTGAGAATGGACGGAGAACAAG
GATTGCTTATGAAAGAATGTGCAACATTCTCAAAGGGAAATTTCAAACAG
CTGCACAAAGAGCAATGGTGGATCAAGTGAGAGAGAGCCGGAATCCAGG
AAATGCTGAGTTCGAAGATCTCATCTTTCTAGCACGGTCTGCACTCATATT
GAGAGGGTCAGTTGCTCACAAGTCCTGCCTGCCTGCCTGTGTGTATGGACC
TGCCGTAGCCAGTGGATACGACTTTGAAAGAGAGGGATACTCTCTAGTCG
GAATAGACCCTTTCAGACTGCTTCAAAACAGCCAAGTATACAGCCTAATC
AGACCAAATGAGAATCCAGCACACAAGAGTCAACTGGTGTGGATGGCAT
GCCATTCTGCTGCATTTGAAGATCTAAGAGTATCAAGCTTCATCAGAGGG
ACGAAAGTGGTCCCAAGAGGGAAGCTTTCCACTAGAGGAGTTCAAATTGC
TTCCAATGAAAACATGGAGACTATGGAATCAAGTACCCTTGAACTGAGAA
GCAGATACTGGGCCATAAGGACCAGAAGTGGAGGGAACACCAATCAACA
GAGGGCTTCCTCGGGCCAAATCAGCATACAACCTACGTTCTCAGTACAGA
GAAATCTCCCTTTTGACAGACCAACCATTATGGCAGCATTCACTGGGAAT
ACAGAGGGGAGAACATCTGACATGAGAACCGAAATCATAAGGCTGATGG
AAAGTGCAAGACCAGAAGATGTGTCTTTCCAGGGGCGGGGAGTCTTCGAG
CTCTCGGACGAAAAGGCAGCGAGCCCGATCGTGCCCTCCTTTGACATGAG
TAATGAAGGATCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAGTACGACAATT
AA

MATKGTKRSYEQMETDGERQNATEIRASVGKMIGGIGRFYIQMCTELKLSDY
EGRLIQNSLTIERMVLSAFDERRNKYLEEHPSAGKDPKKTGGPIYRRVDGKW

MRELILY DKEEIRRIWRQANNGDDATAGLTHMMIWHSNLNDATYQRTRALV
RTGMDPRMCSLMQGSTLPRRSGAAGAAVKGVGTMVMELIRMIKRGINDRNF
WRGENGRRTRIAYERMCNILKGKFQTAAQRAMVYDQVRESRNPGNAEFEDLIF
LARSALILRGSVAHKSCLPACVYGPAVASGYDFEREGYSLVGIDPFRLLONSQ
VYSLIRPNENPAHKSQLVWMACHSAAFEDLRVSSFIRGTKVVPRGKLSTRGV

QIASNENMETMESSTLELRSRYWAIRTRSGGNTNQQRASSGQISIQPTFSVQRN
LPFDRPTIMAAFTGNTEGRTSDMRTEINRLMESARPEDVSFQGRGVFELSDEK A

ASPIVPSFDMSNEGSYFFGDNAEEYDN
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