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DESCRIPCION
Proteinas de la gripe multiméricas recombinantes

La invencion se refiere al campo de la virologia, mas especialmente la invencién se refiere al campo de vacunas
contra el virus de la gripe.

La gripe es una enfermedad infecciosa que esta causada por tres tipos de virus de la gripe, los tipos A, By C, que
pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. Los virus de la gripe son virus de ARN que consisten en siete segmentos
de ARN monocatenario negativo que codifican nueve proteinas (gripe C), u ocho segmentos de ARN monocatenario
negativo que codifican once proteinas (gripe A y B) (Chen y Deng, 2009). Se cree que las aves son el huésped
natural para todos los virus de la gripe A, pero muchos subtipos también pueden infectar a mamiferos, incluyendo
seres humanos. Los sintomas de la gripe incluyen fiebre, dolor de cabeza, escalofrios, dolores musculares y dolor
de garganta, sintomas comparables con el resfriado comudn. Sin embargo, la gripe puede causar POSIBLES
complicaciones letales, tales como neumonia, y muerte en grupos de alto riesgo tales como nifios pequefios,
ancianos, e individuos inmunolégicamente comprometidos o cronicamente enfermos. En el pasado, las pandemias
de gripe, tales como la pandemia de gripe espafiola de 1918/1919 (subtipo H1N1) y la gripe de Hong Kong de
1968/1969 (subtipo H3N2), han sido responsables de la muerte de millones de personas (Khanna et al., 2008).

Las proteinas de la superficie del virus de la gripe, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA), son la base para
subtipos de grupo serolégicamente diferentes. Actualmente, se han identificados 16 serotipos de HA (H1-H16) y 9 de
NA (N1-N9), que se usan para clasificar los virus de la gripe (por ejemplo H3N2). La deriva antigénica, debida a una
0 mas mutaciones que causan una o varias sustituciones de aminoacidos, puede causar cambios antigénicos
menores en HA y NA, dando como resultado el escape de la inmunidad de un huésped. Adicionalmente, un proceso
denominado cambio antigénico da como resultado la formacién de nuevos subtipos de virus (reagrupado) a través
de la combinacion de HA y NA de diferentes subtipos de virus de la gripe. Estas alteraciones en HA y/o NA pueden
ser, en parte, un resultado de la presion de seleccion (Chen y Deng, 2009).

La HA esta presente en la membrana viral. Debe ser escindida por proteasas del huésped para dar dos polipéptidos,
HA1y HA2, para ser infecciosa. Después de la exposicion, el extremo N recién expuesto del polipéptido HA2 actia a
continuacién para mediar la fusién de la membrana viral con la de la célula huésped, lo que permite al virus infectar
la célula huésped (Skehel y Wiley, 2000). La HA es un homotrimero compuesto por tres regiones estructuralmente
distintas, una cabeza globular que consiste en laminas beta antiparalelas que contienen el sitio de union al receptor
y el sitio de escision de HA1/HA2, un tallo alfahelicoidal, en superhélice, tricanetario, y una base globular que
consiste en laminas beta antiparalelas. En la figura 1, se muestra una representacion esquematica de un virus de la
gripe. Cada mondémero consiste en un polipéptido de HA con las regiones HA1 y HA2 enlazadas por puentes
disulfuro (Skehel y Wiley, 2000; Stevens et al., 2006).

La NA cataliza la hidrélisis de residuos de acido sialico terminales de glucoproteinas de la célula huésped,
impidiendo de este modo la unién de HA a estas proteinas. La NA facilita de este modo la liberacién del virus desde
una célula y, por lo tanto, la diseminacién del virus. La NA es un homotetramero, anclado a la membrana viral por su
extremo N. En la figura 1, se muestra una representacion esquematica de un virus de la gripe. Cada monémero esta
compuesto por seis laminas beta topologicamente idénticas dispuestas en una formacién de hélice, que forman la
cabeza de la proteina tetramérica que esta fijada a una region del tallo. La actividad enzimatica esta ubicada en
cada monémero (Colman 1994).

Las infecciones por virus de la gripe son las mas prevalentes en invierno y cada afio se desarrollan vacunas
estacionales contra la gripe. Estas vacunas contienes dos virus de la gripe A (H1IN1 y H3N2) y un virus de la gripe B
(Khanna et al., 2008). Es necesario desarrollar nuevas composiciones cada afio para proteger contra las cepas
circulantes predichas. Incluso aunque pueden tener elevada homologia, una vacuna especifica puede no proteger
contra diferentes cepas del mismo subtipo de gripe A. Ademas de las vacunas contra la gripe humana estacional,
existen varias vacunas contra la gripe para el tratamiento de animales, tales como vacunas contra la infeccion por
gripe H5N1 y HIN2 aviar en aves de corral y la infeccién por gripe H1N1 y H3N2 en cerdos. Las vacunas contra la
gripe disponibles actualmente son virus de la gripe atenuados vivos o inactivados que se producen generalmente
cultivando el virus en huevos de gallina embrionados. Existen varias desventajas de este método de produccién
incluyendo las instalaciones de biocontenciéon a menudo de alto nivel requeridas para gestionar virus de la gripe, la
incapacidad de obtener altos rendimientos de virus de la gripe en huevos de gallina embrionados, la elevada
especificidad para un niumero muy limitado de subtipos de gripe A, y la incapacidad de usar vacunas en individuos
(principalmente nifios) con alergias al huevo (Lipatov et al., 2004).

Se han realizado una serie de intentos de desarrollar vacunas basadas en proteinas recombinantes derivadas de HA
o NA. Sin embargo, todas estas vacunas tienen limitaciones con respecto a la eficiencia y la eficacia del tratamiento.
Wei et al. (J Virol. 2008) describen la vacunacién de ratones con proteinas HA de H5N1 recombinantes. Los
plasmidos para la expresion de las proteinas HA de H5N1 recombinantes contienen secuencias de acido nucleico
que codifican un dominio de trimerizacion y un marcador de His, que son ambos eliminados después de la
purificaciéon de las proteinas. Para ser eficaz, los ratones tenian que ser inmunizados mas de una semana (semana
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0y 3) con cantidades relativamente altas (20 ng) de proteina. En el documento de Song et al. (PLoS One. 2008) y el
documento WO 2007/103322 se describe la inmunizacion de ratones con dos dosis de una composicién que
comprende la cabeza globular de HA fusionada al ligando de TLR5 flagelina. Adicionalmente, en el documento Song
et al. (PLoS One. 2008) se inmunizan conejos con dos dosis de 5 o 15 ug de HA fusionada a flagelina. En el
documento de Saelens et al. (Eur J Biochem. 1999) se usan tres dosis de una composicion que comprende HA
recombinante expresada en P. pastoris y adyuvante Ribi, una emulsiéon de aceite en agua, para inmunizar ratones, y
el documento WO 95/18861 describe el uso de tres dosis de una composicion que comprende neuraminidasa para
inmunizar ratones. Kong et al. (Proc Natl Acad Sci EE. UU. 2006) necesitan tres dosis para inmunizar ratones con
ADN plasmidico que expresa una hemaglutinina del virus de la gripe, tal como también se describe en los
documentos WO 2007/100584, WO 2008/112017 y WO 2009/092038.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar composiciones inmundgenas mejoradas para desencadenar
una respuesta inmunitaria protectora contra un virus de la gripe. La invencion proporciona, por lo tanto, una
composicién inmunogénica que comprende al menos un ectodominio multimérico recombinante de una proteina de
virus de la gripe o parte del mismo fusionado a un marcador de afinidad por estreptavidina, y un diluyente
farmacéuticamente aceptable, en la que dicho ectodominio multimérico recombinante de una proteina de virus de la
gripe o parte del mismo se selecciona entre el grupo que consiste en

— un ectodominio de hemaglutinina de gripe trimérico recombinante o parte del mismo y
— un ectodominio de neuraminidasa de gripe tetramérico recombinante o parte del mismo.

Una “composicién inmunogénica” se define en el presente documento como una composicién que es capaz de
desencadenar una respuesta inmunitaria cuando se administra a un individuo. La respuesta inmunitaria
desencadenada puede ser humoral, celular o una combinacién de las mismas e incluye, aunque sin limitarse a, la
produccién de anticuerpos, células B, y células T. Una respuesta inmunitaria, tal como se usa en el presente
documento, esta preferentemente dirigida especialmente a uno o mas inmundgenos de una composicion de acuerdo
con la invencion.

Una composicion inmunogénica de la presente invencion puede administrarse a un individuo mediante cualquier
técnica conocida en la técnica incluyendo, aunque sin limitarse a, administracion por inyeccién intramuscular (IM),
intradérmica (ID), subcutanea (SC), intracraneal (IC), intraperitoneal (IP) o intravenosa (IV), transdérmica, oral,
intranasal o rectal, y combinaciones de las mismas. Ademas, la administracién de una composicién inmunogénica de
acuerdo con la invencidén puede realizarse individualmente, tal como mediante inyeccién o administracién oral o
nasal, o colectivamente, tal como suplementando agua potable o pulverizando sobre animales o en el aire por
encima de animales, por ejemplo animales de granja. En una realizacion preferida, se usa una composicién
inmunogénica de acuerdo con la invencion para desencadenar una respuesta inmunitaria. Se prefiere que la
composicidn inmunogénica se use como una vacuna.

Un “individuo” se define en el presente documento como un ser humano o un animal, preferentemente un animal que
puede ser infectado por el virus de la gripe, tal como aves, incluyendo aunque sin limitarse a aves de corral. Los
individuos incluyen aunque sin limitarse a gallinas, patos, gansos, pavos, cisnes, emus, pintadas y faisanes, seres
humanos, cerdos, hurones, focas, conejos, gatos, perros y caballos. En una realizacién preferida de la invencion, un
individuo es un mamifero, tal como un ser humano, un cerdo o un caballo, o un ave. En una realizacion de la
invencién, dicho mamifero es un ser humano.

Un “ectodominio multimérico” se define en el presente documento como una parte extracelular de una proteina de la
superficie, proteina de la superficie que esta compuesta por al menos dos subunidades (unidas de forma no
covalente). Dicha proteina de la superficie puede ser cualquier proteina de la superficie de un virus de la gripe.
Usando un ectodominio multimérico de una proteina de la superficie de un virus de la gripe o parte del mismo, se
obtiene y/o se preserva la correcta estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de dicha proteina de la superficie de
virus de la gripe. Una “proteina de la gripe” se define en el presente documento como cualquier proteina codificada
por el genoma viral de la gripe.

“Un diluyente farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, se define como cualquier
solucion, sustancia o combinacién de las mismas que no tiene ninguna actividad biolégicamente o de otro modo no
deseada, lo que significa que puede administrarse a un individuo junto con otros componentes de una composicién
inmunoldgica sin causar una reaccion adversa sustancial.

En toda la solicitud, un ectodominio multimérico recombinante de una proteina de la gripe o parte del mismo
fusionado a un marcador de afinidad por estreptavidina también se denomina ademas como un ectodominio
multimérico recombinante o parte del mismo de acuerdo con la invencién.

Tal como se usa en el presente documento un “virus de la gripe” abarca el tipo A de virus de la gripe, el tipo B de
virus de la gripe y el tipo C de virus de la gripe y todos los subtipos de virus de la gripe. “Tipo de gripe”, tal como se
usa en el presente documento, se refiere a tipo A, tipo B o tipo C de gripe. “Cepa de gripe”, tal como se usa en el
presente documento, se refiere a diferentes virus de la gripe A, por ejemplo H1N1, H1N2, H1N7, H2N2, H3N2,
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H3N8, H4N8, H5N1, H5N2, H5N9, H6N2, HBN5, H7N2, H7N3, H7N7, H8N4, HON2, H10N7, H11N6, H12N5 y
H13N6. “Hemaglutinina” o “HA”, tal como se usan en el presente documento, se refieren a una proteina
hemaglutinina de virus de la gripe y puede ser de cualquier tipo de gripe, A, B o C, y cualquier serotipo, por ejemplo
H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 o0 H16, incluyendo subtipos que pertenecen al
mismo serotipo pero con pequefas diferencias como resultado de, por ejemplo, deriva antigénica. “Neuraminidasa” o
“NA”, tal como se usan en el presente documento, se refieren a una proteina neuraminidasa de virus de la gripe y
puede ser de cualquier tipo de gripe, A, B o C, y cualquier serotipo, por ejemplo, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 o
N9, incluyendo subtipos que pertenecen al mismo serotipo pero con pequefias diferencias como resultado de, por
ejemplo, deriva antigénica. “Parte del mismo”, tal como se usa en el presente documento, se define como cualquier
parte de un ectodominio multimérico recombinante de una proteina de virus de la gripe que es mas pequefia que un
ectodominio multimérico completo de una proteina de virus de la gripe, pero tiene una actividad inmunogénica
similar.

Por ejemplo, una parte de una HA multimérica recombinante de acuerdo con la invencién comprende una HA2, o
una parte de una HA2 que comprende un epitopo altamente conservado préximo a la subunidad HA1 de HA (Ekiert
et al., 2009), o un ectodominio de HA que carece del dominio de cabeza globular. Preferentemente, dicho epitopo de
una HA2, parte de una HA2 o ectodominio de HA que carece del dominio de cabeza globular comprende los
aminoacidos 1-68 de HA fusionados a los aminoacidos 293-524 de HA (numeraciones de aminoacidos de acuerdo
con la numeracién de HA de la cepa de gripe X31, n.° de entrada de EMBL-EBI P03438). Dado que dicho epitopo de
HA esta altamente conservado en diferentes tipos, subtipos y cepas del virus de la gripe, se proporciona una amplia
proteccion contra diferentes tipos, subtipos o cepas de virus de la gripe si dicha parte se usa en una composicion
inmunogénica de acuerdo con la invencion.

En una realizacion preferida, se proporciona un uso de la composicién inmunogénica de acuerdo con la invencion
para la preparacién de un agente profilactico para desencadenar una respuesta inmunitaria contra un virus de la
gripe. También se proporciona una composicion inmunogénica de acuerdo con la invenciéon para uso como una
vacuna.

En el presente documento, una “marca de afinidad por estreptavidina” o “Strep-tag” se define como un marcador que
se une a estreptavidina o a un derivado de la misma, tal como Strep-Tactin, que comprende al menos un péptido
gue consiste en nueve aminoacidos: Ala-Trp-Arg-His-Pro-GIn-Phe-Gly-Gly (SEC ID N.°: 1), o al menos un péptido
que consiste en ocho aminoacidos (también denominado Strep-tag Il): Trp-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys (SEC ID
N.°: 2), en el que Trp es triptéfano, Ser es serina, His es histidina, Pro es prolina, GIn es glutamina, Phe es
fenilalanina, Glu es glutamina, Lys es lisina, Ala es alanina, Arg es arginina y Gly es glicina. En una realizacion
preferida, un marcador de afinidad por estreptavidina comprende dos o mas de dichos péptidos, que consisten, cada
uno, en ocho o nueve aminoacidos, mas preferentemente tres de dichos péptidos. En una realizaciéon, un marcador
de afinidad por estreptavidina comprende mas de tres de dichos péptidos. Una Strep-tag se usa, por ejemplo, para
fines de aislamiento y/o purificacion. EI marcador se une a estreptavidina o un derivado de la misma, por ejemplo
inmovilizada en una columna. La eluciéon de una proteina fusionada a una Strep-tag de la columna puede realizarse
usando biotina o un derivado u homoélogo de la misma, tal como destio-biotina. EI marcador de afinidad por
estreptavidina puede colocarse en el extremo C o N de la proteina de interés. Un “derivado”, tal como se usa en el
presente documento, se define como cualquier variante de estreptavidina que tiene la capacidad de que se le una un
marcador de afinidad por estreptavidina, y puede usarse, por lo tanto, para aislar o purificar una proteina que
contiene un marcador de afinidad por estreptavidina. Un derivado preferido de estreptavidina es Strep-Tactin.

La elucion de las proteinas recombinantes unidas puede realizarse en condiciones moderadas mediante
competencia con biotina o un derivado adecuado. Por condiciones moderadas, se entiende que la purificaciéon puede
realizarse en condiciones fisiolégicas, tales como soluciones acuosas, temperatura ambiente, pH neutro o
ligeramente basico, y presion normal.

De acuerdo con la invencion, un ectodominio multimérico recombinante de una proteina de la gripe o parte del
mismo se selecciona entre el grupo que consiste en un ectodominio de hemaglutinina de gripe trimérico
recombinante o parte del mismo y un ectodominio de neuraminidasa de gripe tetramérico recombinante o parte del
mismo.

En algunas realizaciones, una secuencia de aminoacidos de un ectodominio multimérico recombinante o parte del
mismo de acuerdo con la invencién se altera tal como mediante sustituciones, deleciones y/o adiciones de
aminoacidos que proporcionan proteinas funcionalmente equivalentes a un ectodominio multimérico recombinante o
parte del mismo de acuerdo con la invencion. Las proteinas funcionalmente equivalentes pueden identificarse
mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo por su capacidad para inducir una respuesta
inmunitaria contra el virus de la gripe en un individuo, o en un ensayo in vitro, en el que se determina la unién a
anticuerpos. Un ectodominio multimérico recombinante alterado se proporciona en una composicién inmunogénica
de acuerdo con la invencion por ejemplo, dado que puede producirse a un nivel mas elevado, en comparacién con
un ectodominio multimérico parental no alterado.
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Ectodominios multiméricos recombinantes o partes de los mismos de acuerdo con la invencién se prefieren respecto
a ectodominios monoméricos o partes de los mismos de proteinas del virus de la gripe, dado que dichos
ectodominios multiméricos daran como resultado un desencadenamiento mas eficaz de una respuesta inmunitaria.
Por lo tanto, se necesita una menor dosis y un numero reducido de administraciones de una composicion
inmunogénica que comprende dicho ectodominio multimérico recombinante de acuerdo con la invencién para
desencadenar una respuesta inmunitaria suficiente, en comparacién con composiciones inmundgenas que
comprenden un ectodominio monomeérico de una proteina de virus de la gripe.

Una composicion inmunogénica de acuerdo con la invencion puede comprender un ectodominio de hemaglutinina de
gripe trimérico recombinante o parte del mismo o un ectodominio de neuraminidasa de gripe tetramérico
recombinante o parte del mismo. Dicha composicién inmunogénica es particularmente adecuada para desencadenar
una respuesta inmunitaria en un individuo contra un subtipo o cepa de virus de la gripe, 0 mas de un subtipo o cepa
de virus de la gripe relacionados. En algunas realizaciones sin embargo, una composicién inmunogénica de acuerdo
con la invencién comprende una combinacién de uno o mas ectodominios de hemaglutinina triméricos o partes de
los mismos, y/o uno o mas ectodominios de neuraminidasa tetraméricos o partes de los mismos.

Por lo tanto, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 ectodominios de hemaglutinina triméricos o partes de los mismos
pueden combinarse, tal como H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y/o H16, 0 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8 0 9 ectodominios de neuraminidasa tetraméricos o partes de los mismos pueden combinarse, tal como N1,
N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y/o N9. Adicionalmente, una composicién inmunogénica de acuerdo con la invencién
puede comprender una combinacién de uno o mas ectodominios de hemaglutinina triméricos o partes de los mismos
y uno o mas ectodominios de neuraminidasa tetraméricos o partes de los mismos de diferentes subtipos de gripe.
Por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 ectodominios de hemaglutinina triméricos o partes de los mismos y 1, 2, 3,
4,5,6,7, 809 ectodominios de neuraminidasa tetraméricos o partes de los mismos pueden combinarse, tales como
H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y/o N9.
Quedara claro para un experto en la materia que la expresion “uno o mas ectodominios” abarca uno o mas
ectodominios de uno o mas subtipos de virus de la gripe, tales como por ejemplo virus de la gripe A y virus de la
gripe B. Por lo tanto, una composicién inmunogénica de acuerdo con la invencidon puede ser una composicion
multivalente con la que puede conseguirse una proteccion mejorada contra una infeccion por virus de la gripe, en
comparacién con una composicién inmunogénica que comprende un ectodominio de hemaglutinina de gripe
trimérico recombinante o parte del mismo o un ectodominio de neuraminidasa de gripe tetramérico recombinante o
parte del mismo. Adicionalmente, o como alternativa, con una composicion multivalente puede conseguirse una
proteccion mas amplia contra mas de un tipo de virus de la gripe, o subtipos o cepas de virus de la gripe. Ademas,
una composicién inmunogénica de acuerdo con la invencion puede ser menos sensible a alteraciones antigénicas
que las vacunas con virus de gripe inactivados o atenuados vivos tradicionales.

Otras ventajas de composiciones inmundgenas de acuerdo con la presente invencién son, por ejemplo, la posibilidad
de producir los ectodominios multiméricos recombinantes o partes de los mismos en grandes cantidades en cultivo
celular, y a costes relativamente bajos, dado que no son necesarias instalaciones de biocontencion de alto nivel para
la produccién de composiciones inmunégenas de acuerdo con la invencion.

En contraste con intentos anteriores de producir vacunas basadas en proteinas del virus de la gripe recombinantes,
solamente son necesarias cantidades muy bajas de un ectodominio multimérico recombinante o parte del mismo de
una proteina de virus de la gripe o parte del mismo fusionado a un marcador de afinidad por estreptavidina de
acuerdo con la invencién para desencadenar una respuesta inmunitaria en un individuo. Tal como se muestra con
mas detalle en los ejemplos, cantidades de tan solo 3,75 nug de proteinas recombinantes en hurones, 5 pg de
proteina recombinante en cerdos y 0,4 ug de proteina recombinante en gallinas son suficientes para desencadenar
una respuesta inmunitaria protectora en estos animales respectivos tras la provocacion con virus de la gripe.

Composiciones inmundgenas de acuerdo con la invenciéon pueden administrarse en una unica dosis o en multiples
dosis. Sin embargo, al contrario que otras vacunas basadas en proteinas de la gripe recombinantes, la proteccién
contra una infeccion por virus de la gripe se consigue después de una administracion de una composicién
inmunogénica de acuerdo con la invenciéon. Por lo tanto, las composiciones inmundgenas de acuerdo con la
presente invencion son mas eficaces que otras composiciones inmundgenas basadas en proteinas de la gripe
recombinantes conocidas en la técnica.

No es probable que una Strep-tag influya en la funcién, estructura, plegamiento, secrecién de la proteina y tienen
una baja capacidad inmunoégena. Ademas, la elucion de una proteina que contiene una Strep-tag se consigue en
condiciones moderadas. Sin estar limitados por la teoria, se cree que una combinacion de al menos un ectodominio
multimérico recombinante de acuerdo con la invencion y el uso de un marcador de afinidad por estreptavidina da
como resultado las ventajas de la presente invencidon respecto a una composicién inmunogénica que comprende
proteinas de la gripe conocidas en la técnica, posiblemente debido a las condiciones moderadas que pueden
emplearse durante las purificaciones de proteinas y, por lo tanto, la buena conservacion de la antigenicidad de las
proteinas y el desencadenamiento mas eficaz de una respuesta inmunitaria.
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En algunas realizaciones de la invencién, se usa un dominio de trimerizacion para proporcionar un ectodominio de
hemaglutinina de gripe recombinante trimérico o parte del mismo. La expresion “dominio de trimerizacién”, tal como
se usa en el presente documento, se define como un dominio que media en la formacién de un trimero a partir de
tres proteinas monoméricas o partes de las mismas. Los dominios de trimerizacion incluyen, aunque sin limitarse a,
una secuencia de trimerizacion de fibritina del bacteriéfago T4 y un dominio de trimerizacion artificial (GCN4-pll)
basado en la proteina en superhélice GCN4 de levadura. En una realizacion preferida, la trimerizacion de un
ectodominio de hemaglutinina de gripe recombinante o parte del mismo se proporciona mediante un dominio de
trimerizacion basado en GNC4. Dicho dominio de trimerizacion basado en GNC4 preferentemente comprende la
secuencia de aminoacidos: MKQIEDKIEEIESKQKKIENEIARIKK (SEC ID N.°: 3).

En algunas realizaciones de la invencion, se usa un dominio de tetramerizacion para proporcionar un ectodominio de
neuraminidasa de gripe recombinante tetramérico o parte del mismo. La expresion “dominio de tetramerizacion”, tal
como se usa en el presente documento, se define como un dominio que media en la formacién de un tetramero a
partir de cuatro proteinas monoméricas o partes de las mismas. Los dominios de tetramerizacion adecuados
incluyen, aunque sin limitarse a, el dominio de tetramerizacién de fosfoproteina de virus Sendai y un dominio de
tetramerizacién (GCN4-pLI) obtenido mediante mutacién a partir del dominio de dimerizacion GCN4 de levadura. En
una realizacion preferida, la tetramerizacion de un ectodominio de neuraminidasa de gripe recombinante o parte del
mismo se proporciona mediante un dominio de tetramerizacién basado en GCN4. Un dominio de tetramerizacion
basado en GCN4 preferentemente comprende la secuencia de aminoacidos:
MKQIEDKLEEILSKLYHIENELARIKKLLGE (SEC ID N.°: 4).

En algunas realizaciones, una composicion inmunogénica de acuerdo con la invencién comprende un adyuvante y/o
un vehiculo u otro excipiente conocido en la técnica. “Un adyuvante” se define en el presente documento como una
sustancia afiadida a una composicion inmunologica para mejorar la respuesta inmunitaria de un individuo a un
antigeno particular a nivel celular o humoral. Los adyuvantes adecuados incluyen, aunque sin limitarse a, sales de
aluminio y de calcio tales como fosfato de aluminio, hidroxido de aluminio, sulfato de aluminio y potasio (alumbre) y
fosfato de calcio, adyuvantes organicos tales como escualeno, adyuvantes basados en aceites tales como
adyuvante completo e incompleto de Freund, RIBI Adjuvant System® (RAS®), Stimune (Specol)®, TiterMax®,
Montanidas, MF-59, AS03, QS21, adyuvante 65, saponina, MDP, y Syntex Adjuvant Formulation (SAF)®,
monofosforil lipido A, adyuvante Gerbu®, complejos inmunoestimuladores (ISCOM), citoquinas tales como
Interferon-gamma, secuencias de acido nucleico inmunoestimuladoras tales como oligonucleétidos CpG, liposomas,
particulas similares a virus, tensioactivos tales como hexadecilamina, polianiones tales como sulfato de pirano y
dextrano. Un adyuvante preferido es Stimune (Specol). Adyuvantes preferidos adicionales para uso en seres
humanos son fosfato o hidréxido de aluminio, fosfato de calcio, ISCOM, AS03 o MF59.

Un adyuvante preferido es ISCOM. La tecnologia ISCOM presenta varias ventajas respecto a otros adyuvantes. Los
ISCOM estimulan respuestas inmunitarias tanto humorales como mediadas por células. Los ISCOM son un
adyuvante altamente eficiente, permitiendo la reduccién adicional de las cantidades de un ectodominio multimérico
recombinante o parte del mismo de acuerdo con la invencién. Un ISCOM preferido es ISCOM Matrix-M. Sin quedar
ligado a la teoria, es posible que el uso de ISCOM en un método o composicién inmunogénica de acuerdo con la
presente invencién pueda mejorar incluso las ventajas de la presente invencion respecto a una composicion
inmunogénica que comprende proteinas de la gripe conocida en la técnica, tal como una dosis inferior y un nimero
reducido de administraciones de una composicién inmunogénica de acuerdo con la invencion.

Tal como se usa en el presente documento “un vehiculo” o “una matriz de soporte” se define como una molécula tal
como un péptido, polipéptido, proteina, complejo de proteinas, o compuesto quimico que es capaz de asociarse con
cualquier componente de composiciones inmunégenas tal como se definen en el presente documento con el fin de
transporte de dicho componente, presentacion al sistema inmunitario, y/o mejora de la capacidad inmundégena de
dicha composicion inmunogénica. Los vehiculos o matrices de soporte adecuados incluyen, aunque sin limitarse a,
una matriz de soporte biologica tal como un virus, una bacteria, una particula similar a un virus y un remanente
bacteriano tal como un esqueleto de la pared bacteriana, una matriz de soporte quimica tal como una matriz de
unidades de estreptavidinas o derivados de la misma enlazadas quimicamente, un enlazador multivalente
bioquimico, un toxoide de difteria o tétanos, hemocianina de lapa californiana (KLH), albumina de suero tal como
BSA), hemocianina, albumina, toxina de difteria mutante no téxica CRM197, complejo de proteinas de la membrana
externa (OMPC) de Neisseria meningitidis, la subunidad B de Escherichia coli termolabil, una particula similar a un
virus ensamblada a partir de proteina de la envuelta recombinante del bacteriéfago Qb y perlas de celulosa.

La presente invencion proporciona, ademas, un vector que comprende una casete de expresion que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia sefial, una secuencia de acido nucleico que codifica un
ectodominio recombinante de una proteina de la gripe o parte del mismo, una secuencia de acido nucleico que
codifica una secuencia de trimerizacion o tetramerizacion, y una secuencia de acido nucleico que codifica un
marcador de afinidad por estreptavidina.

Un vector de acuerdo con la invencion es particularmente adecuado para la expresion y produccion de un
ectodominio multimérico recombinante o parte del mismo de acuerdo con la invencién. Por lo tanto, en una
realizacién preferida, se proporciona un uso de un vector de acuerdo con la invencion para la preparacién de una
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composicion inmunogénica de acuerdo con la invencion para desencadenar una respuesta inmunitaria contra un
virus de la gripe. También se proporciona un vector de acuerdo con la invencién para uso como una vacuna.

El término “vector”, tal como se usa en el presente documento, se define como una molécula de acido nucleico, tal
como un plasmido, bacteriéfago o virus animal, capaz de introducir una secuencia de acido nucleico heteréloga en
una célula huésped. Un vector de acuerdo con la invencion permite la expresién o produccion de una proteina o
parte de la misma codificada por la secuencia de acido nucleico heteréloga en una célula huésped. Los vectores
adecuados en un método de acuerdo con la invencion incluyen, aunque sin limitarse a, pCD5 (Pouyani y Seed,
1995) y pCAGGS (Niwa et al., 1991). Una “célula huésped” es una célula que ha sido transformada, o es capaz de
transformacion, mediante una molécula de acido nucleico tal como un vector. El término “transformacién” se define
en el presente documento como la introduccion de un acido nucleico extrafio en una célula receptora. La
transformacion de una célula receptora puede dar como resultado la expresiéon transitoria de una proteina
recombinante por dicha célula, lo que significa que la proteina recombinante es expresada solamente durante un
periodo de tiempo definido. Como alternativa, la transformacién de una célula receptora puede dar como resultado
expresion estable, lo que significa que el acido nucleico se introduce en el genoma de la célula y, de este modo, es
transmitido a las siguientes generaciones de células. Adicionalmente, puede conseguirse la expresion inducible de
una proteina recombinante. Un sistema de expresién inducible requiere la presencia o ausencia de una molécula
que permita la expresion de una secuencia de acido nucleico de interés. Los ejemplos de sistemas de expresion
inducibles incluyen, aunque sin limitarse a, sistemas de expresion Tet-On y Tet-Off, sistema de expresion génica
inducible por hormonas tal como un sistema de expresion génica inducible por ecdisona, un sistema de expresion
génica inducible por arabinosa, y un sistema de expresion inducible por Drosophila que usa un vector pMT/BiP
(Invitrogen) que comprende un promotor de metalotioneina inducible.

Una “secuencia sefal”’ se define en el presente documento como un péptido sefial que dirige el transporte de una
proteina o parte de la misma al reticulo endoplasmatico de una célula eucariota - el sitio de entrada de la ruta
secretora. Una secuencia sefal puede estar ubicada N-terminal o C-terminal de la proteina o parte de la misma. Los
péptidos sefal pueden eliminarse por escision después de la insercion de la proteina en el reticulo endoplasmatico.
Por ejemplo, en una realizacion, un vector pMT/BiP para expresién de proteina recombinante en células de
Drosophila comprende una secuencia sefial BiP. En otra realizacion, un vector pCD5 para expresion de proteina
recombinante en células de mamifero comprende la secuencia sefial: MPMGSLQPLATLYLLGMLVA (SEC ID N.°: 5).

Una casete de expresion preferentemente comprende un promotor/potenciador que permite el inicio de la
transcripcion de secuencias de acido nucleico contenidas ademas dentro de la casete de expresion. Ejemplos de
promotores incluyen, aunque sin limitarse a, promotores RAmy3D y CaMV para expresion en células vegetales,
promotores de polihedrina, p10, IE-O, PCNA, OplE2, OplE1 y Actina 5c para expresion en células de insecto, y
promotor de beta-actina, promotor de inmunoglobina, promotor de ARN 5S, o promotores derivados de virus tales
como promotores de citomegalovirus (CMV), virus del sarcoma de Rous (RSV), y virus de Simio 40 (SV40) para
expresion en células de mamifero. Un vector preferido es proporcionado por el vector de expresién pCD5 para
expresion de proteina recombinante en células de mamifero que comprenden un promotor de CMV. Un vector
preferido adicional se proporciona mediante un vector de expresion pCAGGS para expresién de proteina
recombinante en células de mamifero que comprenden un promotor de potenciador de CMV / beta-actina de gallina
(CAG).

Una casete de expresion de acuerdo con la invenciéon que esta concebida para la expresion de un ectodominio de
hemaglutinina de gripe trimérico o parte del mismo preferentemente comprende de 5' a 3": una secuencia de acido
nucleico que codifica una secuencia sefial; una secuencia de acido nucleico que codifica un ectodominio
recombinante de hemaglutinina de gripe o parte del mismo; una secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de trimerizacion, preferentemente una secuencia de trimerizacion basada en GCN4, y una secuencia de
acido nucleico que codifica el marcador de afinidad por estreptavidina. Un vector de acuerdo con la invencién que
esta concebido para la expresién de un ectodominio de neuraminidasa de gripe tetramérico o parte del mismo
preferentemente comprende de 5' a 3": una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia sefial; una
secuencia de acido nucleico que codifica el marcador de afinidad por estreptavidina; una secuencia de acido
nucleico que codifica una secuencia de tetramerizacion, preferentemente una secuencia de tetramerizacion basada
en GCN4, y; una secuencia de acido nucleico que codifica un ectodominio recombinante de hemaglutinina de gripe o
parte del mismo.

Un ectodominio multimérico recombinante o parte del mismo de acuerdo con la invencién es expresado, por
ejemplo, en una célula procariota, 0 en una célula eucariota, tal como una célula vegetal, una célula de levadura,
una célula de mamifero o una célula de insecto. Adicionalmente, un ectodominio multimérico recombinante o parte
del mismo de acuerdo con la invenciéon pude expresarse en plantas. Las células procariotas y eucariotas son bien
conocidas en la técnica. Una célula procariota es por ejemplo E. coli. Los ejemplos de plantas y/o células vegetales
incluyen, aunque sin limitarse a, (células de) maiz, (células de) arroz, (células de) lenteja de agua, (células de, tales
como células BY-2 o NT-1) tabaco, y (células de) patata. Son ejemplos de células de levadura Saccharomyces y
Pichia. Los ejemplos de células de insecto incluyen, aunque sin limitarse a, células de Spodoptera frugiperda, tales
como células Tn5, SF-9 y SF-21, y células de Drosophila, tales como células Schneider 2 (S2) de Drosophila. Los
ejemplos de células de mamifero que son adecuadas para expresar un ectodominio multimérico recombinante o
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parte del mismo de acuerdo con la invencion incluyen, aunque sin limitarse a, células de rifidn de mono verde
africano (Vero), células de riion de cria de hamster (tales como BHK-21), células de retina humana (por ejemplo
células PerC6), células de rifiobn embrionario humano (tales como células HEK293), células de rifién canino Madin
Darby (MDCK), fibroblastos embrionarios de gallina (CEF), células renales de embriéon de gallina (células CEK),
células madre embrionarias derivadas de blastodermos (por ejemplo EB14), fibroblastos embrionarios de ratén (tales
como células 3T3), células de ovario de hamster chino (CHO), mielomas de raton (tales como NSO y SP2/0), células
musculares de codorniz (QM5), y derivados de estos tipos de células. En una realizacién preferida, se usan células
HEK293T de mamifero o células de insecto S2 para la produccion de un ectodominio multimérico recombinante o
parte del mismo de acuerdo con la invencion.

Se proporciona, mediante la invencion, un método para la preparacion de una composicion inmunogénica de
acuerdo con la invencion, que comprende proporcionar un vector de acuerdo con la invencion, transformar una
célula huésped con dicho vector, cultivar dicha célula huésped en un medio de cultivo, permitiendo de este modo la
expresion del ectodominio multimérico recombinante de una proteina de la gripe o parte del mismo fusionado a un
marcador de afinidad por estreptavidina, y aislar dicho ectodominio multimérico recombinante de una proteina de la
gripe o parte de la misma fusionada a un marcador de afinidad por estreptavidina.

Cuando se usa un método de acuerdo con la invencién para expresion de un ectodominio multimérico recombinante
o parte del mismo de acuerdo con la invenciéon en una célula huésped, dicho ectodominio multimérico o parte del
mismo se secreta preferentemente al medio de cultivo y puede aislarse a partir de dicho medio de cultivo. El
aislamiento de dicho ectodominio multimérico o parte del mismo se realiza, por ejemplo, centrifugando o filtrando el
medio de cultivo para eliminar células y remanentes celulares, y purificacién usando cualquier método conocido en la
técnica, por ejemplo métodos de electroforesis en gel o cromatografia, tales como cromatografia por afinidad o
cromatografia de liquidos de alta resolucién. En una realizacion preferida, un ectodominio multimérico recombinante
o parte del mismo de acuerdo con la invencién se purifica usando el marcador de afinidad por estreptavidina
fusionada, por ejemplo usando columnas de purificaciébn con estreptavidina o Strep-Tactin Sepharose (IBA
Alemania) y un tampoén de elucion para desplazar la proteina Strep-tag de la columna que comprende biotina o un
derivado u homélogo de la misma.

En algunas realizaciones, un vector de acuerdo con la invencién se deriva de un virus animal tal como, aunque sin
limitarse a, virus vaccinia (incluyendo derivados atenuados tales como el virus Vaccinia modificado de Ankara,
MVA), el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), adenovirus o retrovirus. Se prefiere que un virus animal que
se usdé como vector de acuerdo con la invencion esté atenuado. Cualquiera de estos vectores es particularmente
adecuado para expresién de un ectodominio multimérico recombinante o parte del mismo de acuerdo con la
invencion en un huésped en el que se pretende desencadenar una respuesta inmundgena. Una ventaja del uso de
un virus animal tal como NDV es que puede cultivarse de forma eficiente en huevos de gallina embrionados a bajos
costes y en cantidades suficientemente elevadas. En una realizacion preferida, después de la propagacion del virus
animal en huevos de gallina enbrionados, el virus aislado se usa posteriormente para infectar células eucariotas. Las
células infectadas se usan a continuacién para la produccién de un ectodominio multimérico recombinante o parte
del mismo de acuerdo con la invencion. Los ejemplos de células que son adecuadas para expresar un ectodominio
multimérico recombinante o parte del mismo de acuerdo con la invenciéon son células de mamifero, tal como se ha
descrito anteriormente. En otra realizacion preferida, después, por ejemplo, de la propagacion del virus animal en
huevos de gallina enbrionados, el virus aislado se usa para infectar directamente células de un huésped en las que
una respuesta inmunégena se va a desencadenar. Una ventaja de infectar un huésped en el que se va a generar
una respuesta inmunégena con un vector de acuerdo con la invencidén es que la administracion se lleva a cabo de
manera muy eficiente, por ejemplo pulverizando sobre animales o en el aire por encima de animales. La invencion
comprende ademas, por lo tanto, una composicién inmunogénica que comprende el vector de acuerdo con la
invencion, y un diluyente farmacéuticamente aceptable.

Un vector de acuerdo con la invencion para uso en una composicion inmunogénica de acuerdo con la invencion
preferentemente comprende una casete de expresién que comprende un promotor que es adecuado para inicio de la
transcripcion en células del huésped pretendido. Los ejemplos de promotores adecuados para expresion de al
menos un ectodominio multimérico recombinante o parte del mismo de acuerdo con la invencién en huéspedes
aviares incluyen, aunque sin limitarse a, promotor de beta-actina aviar o un promotor pol | de ARN de gallina. Los
ejemplos de promotores adecuados para expresion de al menos un ectodominio multimérico recombinante o parte
del mismo de acuerdo con la invencién en huéspedes mamiferos incluyen, aunque sin limitarse a, promotor de beta-
actina, promotor de inmunoglobulina, promotor de ARN 5S, o promotores derivados de virus tales como promotores
de citomegalovirus (CMV), virus del sarcoma de Rous (RSV) y virus de simio 40 (SV40) de huéspedes mamiferos.

En algunas realizaciones, una secuencia de acido nucleico que codifica un ectodominio recombinante o parte del
mismo de acuerdo con la invencion se altera tal como mediante sustituciones, deleciones y/o adiciones de acidos
nucleicos que permiten la expresién de la funcionalidad de proteinas equivalente a un ectodominio multimérico
recombinante o parte del mismo de acuerdo con la invencién. Las proteinas funcionalmente equivalentes pueden
identificarse mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo mediante su capacidad para inducir una
respuesta inmunitaria contra el virus de la gripe en un individuo, o en un ensayo in vitro en el que se determina la
unién a anticuerpos.
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En algunas realizaciones, una secuencia de acido nucleico que codifica un ectodominio de hemaglutinina de gripe
trimérico o parte del mismo, y/o una secuencia de acido nucleico que codifica una neuraminidasa de gripe
tetramérica o parte de la misma se inserta en un vector. En otra realizacién, secuencias de acido nucleico que
codifican mas de un ectodominio de hemaglutinina de gripe trimérico o parte del mismo, y/o neuraminidasa de gripe
tetramérica o parte de la misma o combinaciones de los mismos se insertan en un vector. En otra realizacién mas,
una composicién inmunogénica de acuerdo con la invencién comprende vectores diferentes en cada uno de los
cuales se inserta una secuencia de acido nucleico que codifica un ectodominio de hemaglutinina de gripe trimérico o
parte del mismo, y/o una neuraminidasa de gripe tetramérica o parte de la misma.

Por lo tanto, por ejemplo 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 secuencias de acido nucleico que codifican un ectodominio de
hemaglutinina trimérico o parte del mismo puede combinarse en un vector, tal como secuencias de acido nucleico
que codifican H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y/o H16. Como alternativa, 2, 3, 4,
5,6, 7, 8 0 9 secuencias de acido nucleico que codifican un ectodominio de neuraminidasa tetramérico o parte del
mismo pueden combinarse en un vector, tales como secuencias de acido nucleico que codifican N1, N2, N3, N4, N5,
N6, N7, N8 y/o N9. Adicionalmente, una composicién inmunogénica de acuerdo con la invencion puede comprender
una combinacién de una o mas secuencias de acido nucleico que codifican un ectodominio de hemaglutinina
trimérico o parte del mismo y una o mas secuencias de acido nucleico que codifican un ectodominio de
neuraminidasa tetramérico o parte del mismo de diferentes subtipos de gripe. Por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,90
10 secuencias de acido nucleico que codifican ectodominios de hemaglutinina triméricos o partes de los mismos y 1,
2,3,4,5,6, 7, 8 09 secuencias de acido nucleico que codifican ectodominios de neuraminidasa tetraméricos o
partes de los mismos pueden combinarse, tales como H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13,
H14, H15, H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y/o N9. Quedara claro para un experto en la materia que la
expresion “uno o mas ectodominios” abarca uno o mas ectodominios de uno o mas subtipos de virus de la gripe,
tales como por ejemplo el virus de la gripe A y el virus de la gripe B. De esta manera, una composicion
inmunogénica de acuerdo con la invencion puede comprender una composicion multivalente con la que se consigue
una proteccion mas amplia contra mas de un tipo de virus de la gripe, o subtipos o cepas de virus de la gripe.
Ademas, dicha composicion inmunogénica puede ser menos sensible a alteraciones antigénicas que las vacunas de
virus de la gripe inactivados o atenuados vivos tradicionales.

Ademas, se proporciona mediante la invencidon un método para desencadenar una respuesta inmunitaria contra un
virus de la gripe en un individuo que comprende administrar a dicho individuo una composicién inmunogénica de
acuerdo con la invencion.

La invenciéon se explica adicionalmente en los siguientes ejemplos. Estos ejemplos no limitan el alcance de la
invencién, sino que simplemente sirven para clarificar la invencion.

Leyendas de las figuras
Figura 1. Representacién esquemética de un virus de la gripe.

Figura 2. Expresion, purificacion y actividad biolégica de proteinas H5 triméricas solubles y recombinantes. (A)
Representacion esquematica de las casetes de expresidon de H5 usadas. La secuencia codificante del
ectodominio de H5 (H5) se clon6é en marco con secuencias de ADN que codifican un péptido sefnal (SP), el
motivo de trimerizacion de cremallera de isoleucina de GCN4 (GCN4) y la Strep-tagll (ST) bajo el control de un
promotor de CMV. (B) La expresion y secrecion de H5 en los medios de cultivo se analizé6 mediante SDS-PAGE
seguida por transferencia de Western. La proteina recombinante se detecté usando un anticuerpo de ratén anti-
Strep-tag. (C) Analisis de proteinas H5 purificadas recombinantes mediante filtracion en gel. Se muestran los
perfiles de elucién de la proteina H5 usando una columna Superdex200GL 10-300. La elucién de un control de
catalasa de 232 kDa se indica mediante la linea de puntos. (D) Trimeros de H5 solubles recombinantes se
complejaron con un anticuerpo de ratén conjugado a HRP dirigido contra la Strep-tag antes de su aplicacién en
un ensayo de uniéon a fetuina. La unién a HA también se evalué después del tratamiento de fetuina con
neuraminidasa derivada de Vibrio cholerae (fetuina + VCNA).

Figura 3. Vacunacion con hemaglutinina soluble (sHA) en gallinas. Un grupo de 10 gallinas SPF se inmunizé dos
veces con 10 ug de sHA (el dO y el d21). Como control de provocacion, un grupo de gallinas se traté de forma
simulada (PBS). Tres semanas después de la 22 vacunacion, todas las aves fueron provocadas con 10° TCIDso
de H5N1 A/Vietham/1203/04 y se monitorizaron diariamente en busca de signos clinicos hasta el dia 14 p.i. A)
Curva de supervivencia de Kaplan-Meier, que indica el porcentaje de mortalidad cada dia para cada grupo. B) Se
recogieron muestras de sangre 3 semanas después de la primera inmunizacion (d21), 3 semanas después de la
segunda inmunizacion (d42) y 2 semanas después de la provocacion (d56). Se representan graficamente los
valores cuantitativos de anticuerpo HI en suero para cada ave. Las barras representan medias geométricas para
cada grupo. La linea de puntos indica el nivel de anticuerpo mas bajo correlacionado con protecciéon en este
experimento.

Figura 4. Vacunacion con sHA en gallinas. Siete grupos de 10 gallinas WLH se inmunizaron i.m. con 10, 2 0 0,4
ng de sHA una o dos veces con un intervalo de 3 semanas. Como control de la provocacion, un grupo se trat6 de
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forma simulada (PBS). Cuatro semanas después de la vacunacion, todas las gallinas se provocaron con 10°
TCIDso de A/Vietnam/1203/04 y a continuacion se monitorizaron diariamente en busca de signos clinicos durante
14 dias. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier que indica el porcentaje de mortalidad cada dia para cada
grupo que fue vacunado una (A) o dos veces (B).

Figura 5. Expresion y andlisis de proteinas HA (sHA) y NA (sNA) multiméricas solubles purificadas de virus de la
gripe 2009 A(H1N1). A) Representacion esquematica de las subunidades de sHA y sNA expresadas de forma
recombinante. sHA: el ectodominio de HA (aminoacidos 17-522) se expresa con una secuencia sefial CD5 N-
terminal y un dominio GCN4 trimérico C-terminal (GCN4-pll) y Strep-tag (ST), respectivamente. sNA: el dominio
de la cabeza de NA (aminoacidos 75-469) se expresa con una secuencia sefial CD5 N-terminal, un OneSTrEP
(OS) y un dominio GCN4 tetramérico (GCN4-pLl). (B) SDS-PAGE reductora tefiida con azul de Coomassie de
proteinas sHA y sNA purificadas por afinidad. (C) Cromatografia por filtracion en gel de proteinas sHA y sNA
purificadas en columna Superdex 200 16/600 y Superdex 200 10/300, respectivamente. Las lineas discontinuas
indican migracion de patrones de calibracion (ferritina, 440 kDa; catalasa, 232 kDa). La masa molecular aparente
de los picos principales es 288 kDa para sHA y 291 kDa para sNA correlacionando con un estado oligomérico
trimérico y tetramérico de sHA y sNA, respectivamente.

Figura 6. Induccion de anticuerpos para virus de la gripe 2009 A(H1N1) después de la vacunacion en hurones.
(A) Valores cuantitativos de inhibicion de hemaglutinina (HI), (B) valores cuantitativos de inhibicién de
neuraminidasa (NI) y (C) valores cuantitativos de neutralizacion de virus (VN) de sueros de hurones que
recibieron una inmunizacién el dia 0 y el dia 21 con: 3,75 ng de HA+3,75 png de NA, 3,75 ug de HA con
adyuvante (Iscoms Matrix M; [IMM]), 3,75 ng de NA+IMM, 3,75 ng de HA+3,75 ug de NA+IMM, PBS o IMM,
segun se indica. Se presentan las medias geométricas de los valores cuantitativos; las barras de error indican
SD. Se indican las diferencias estadisticamente significativas: *, P < 0,05.

Figura 7. Peso del animal y patologia pulmonar de hurones inoculados con virus de la gripe 2009 A(H1N1). Seis
grupos de seis hurones cada uno se inmunizaron dos veces con: 3,75 ng de HA+3,75 ng de NA, 3,75 ug de HA
con adyuvante (Iscoms Matrix M; [IMM]), 3,75 ug de NA+ IMM, 3,75 ug de HA+3,75 ug de NA+ IMM, PBS o IMM
segun se indica. A los animales se les inoculd por via intranasal el dia 56 con 10° TCIDso de virus. (A) La pérdida
de peso de los animales inoculados se indica como un porcentaje de peso corporal antes de la infeccion (100 %).
(B) El peso del pulmén como un porcentaje de peso corporal, como un indicador de la consolidacion pulmonar.
(C) Los pulmones se observaron macroscopicamente y se puntuaron para el porcentaje del area pulmonar que
presentaba lesiones necréticas. Se presentan las medias geométricas de los valores cuantitativos; las barras de
error indican SD. Las diferencias estadisticamente significativas se indican: *, P < 0,05; **, P < 0,01.

Figura 8. Diseminacion de virus de la gripe 2009 A(H1N1) en los pulmones, la nariz y la garganta de hurones
inoculados. (A) Valores cuantitativos de virus en el pulmoén el dia 4 postinfeccion con virus de la gripe 2009
A(H1N1) en hurones inmunizados con 3,75 ug de HA+3,75 ug de NA, 3,75 ng de HA con adyuvante (Iscoms
Matrix M; [IMM]), 3,75 ug de NA+ IMM, 3,75 ng de HA+3,75 ug de NA+ IMM PBS o IMM segun se indica. (B 'y C)
Diseminacion del virus desde la nariz y la garganta de los animales inoculados. Se recogieron frotis el dia 4
después de la inoculacion. Los valores cuantitativos de virus se determinaron por medio de valoracion
cuantitativa a punto final en células MDCK. Se dan las medias geométricas de los valores cuantitativos; las
barras de error indican desviacion estandar. Se indican las diferencias estadisticamente significativas: ***, P <
0,001.

Figura 9. Induccién de anticuerpos neutralizacién cruzada después de la vacunaciéon con sHA y sNA de virus de
la gripe 2009 A(H1N1) en hurones. (A) Sueros de hurones que recibieron una doble inmunizacion de sHA o
sHA+sNA con adyuvante (Iscoms Matrix M; [IMM]) se ensayaron en un ensayo de inhibicién de hemaglutinina
(HI) para anticuerpos contra HI hacia diferentes aislados de virus de la gripe incluyendo virus de la gripe H1N1
A/Swine/shope/1/56, Alltaly/1443/76, A/NL/386/86, A/lowa/15/30, A/NL/25/80, A/NewYersey/8/76, A/IPR/8/34 y
IVR/148. Se presentan las medias geométricas de los valores cuantitativos; las barras de error indican SD. (B)
Sueros de hurones que recibieron una inmunizaciéon uUnica o doble de sNA o sHA+sNA con adyuvante se
reunieron y se ensayaron en un ensayo de inhibicién de neuraminidasa (NI) para anticuerpos de NI contra NA del
virus de la gripe A/Kentucky/UR06-0258/2007(H1N1) y virus de la gripe A/turkey/Turkey/1/20056(H5N1). La NA de
A/California/04/2009(H1N1) se incluyé como un control positivo. Sueros de control positivo especificos de virus
de la gripe A/NL/602/09(H1N1) o A/turkey/Turkey/1/2005(H5N1) se obtuvieron de un hurén infectado con estos
virus. Se presentan los valores cuantitativos promedio de dos elementos repetitivos; las barras de error indican
SD.

Figura 10. A. Ectodominio de hemaglutinina (HA) (aminoacidos 17-522) del virus de la gripe
A/California/04/2009(H1N1) (SEC ID N.° 18). B. Dominio de cabeza de neuraminidasa (NA) (aminoacidos 75-
469) del virus de la gripe A/California/04/2009(H1N1) (SEC ID N.°: 19).

Figura 11. Generacion del virus vector rINDV-HA y expresion de HA y sH52. A) Representacion esquematica de
la construccion pFL-HertsAPBC que codifica la proteina HA de gripe. Se introdujeron sitios de restriccién de Xbal
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y Pmel mediante mutagénesis dirigida para permitir la insercion de un enlazador que contenia sefales de fin-
inicio de la transcripcion de NDV. Los genes que codifican el gen H5 HA sin madificar o la proteina sH52 soluble,
esta ultima consistiendo en el ectodominio H5 HA fusionado a la secuencia de trimerizacién GCN4, se insertaron,
cada uno, cadena abajo de la secuencia del enlazador. B) Expresion de HA en monocapas de células QM5. Las
células se infectaron de forma simulada se infectaron con la cepa de Herts de NDV de tipo silvestre (indicada
como wt NDV), rNDV-H5 HA o rNDV-sH52 (indicados como NDV-H5 y NDV-sH52, respectivamente) y se tifieron
para proteina HA y F usando anticuerpos especificos. C) Produccion y secrecion de sH5® por células infectadas
por rNDV-sH53. Se infectaron células QM5 con rNDV-sH5° en ausencia de tripsina a una MOI de 3 y el
sobrenadante se recogio a los 2 dias p.i. La proteina sH53 se purifico del sobrenadante usando perlas de Strep-
Tactin Sepharose. El producto de purificacion se sometio a electroforesis SDS-PAGE vy las proteinas se tifieron
con reactivo de tincién azul. La proteina sH5° expresada en células HEK 293S y una serie de diluciones en BSA
se realizaron en paralelo. D) El analisis Blue native PAGE del producto de expresion sH5° recuperado de células
QMS infectadas por rNDV-sH52. Se indica la posicion en el gel de la forma trimérica y monomérica de la proteina
HA observadas después del calentamiento de la muestra antes de la electroforesis.

Figura 12. Proteccion después de la vacuna con NDV-H52 de gallinas. A. Curvas de supervivencia de Kaplan-
Meier que indican la supervivencia (%) de gallinas vacunados por via intramuscular (i.m.). B. indice clinico
calculado tomando como base los signos clinicos (tal como se describe en materiales y métodos) observado
después de la provocacion.

Figura 13. Respuesta serologica después de la vacunacion con NDV-H5® de gallinas. Valores cuantitativos de
anticuerpo de inhibicién de hemaglutinacién (HI) contra gripe (A) y cepa Herts de NDV (B) medidas en muestras
de suero recogidas el dia 21 postvacunacioén por via i.m. Los valores cuantitativos se expresan como el reciproco
de la dilucion en suero mas elevada que muestra HI. La linea de puntos indica el limite de deteccidon mas bajo. A
los valores cuantitativos por debajo del limite de deteccion se le asign6 un valor de 2 o 4. Cada circulo
representa una medicion de HI por ave para la deteccién de anticuerpos de HI contra gripe aviar (Al) y dos
mediciones por ave en el caso de la deteccion de anticuerpo para Hl de NDV. Las lineas horizontales indican las
medias geométricas de los valores cuantitativos por grupo.

Ejemplos

Ejemplo 1

Materiales y métodos

Genes y vectores de expresion

Basandose en la numeracion de H3, se sintetizd un clon de ADNc que codifica residuos de aminoacidos
correspondientes a los residuos 18 a 523 de la HA de A/VietNam/1203/2004 (HS5N1) (N.° de entrada al Genbank
ABW90137.1) usando codones preferidos humanos mediante GenScript USA Inc. EI ADNc que codifica el
ectodominio de HA se clon6 en el vector de expresion pCD5 para expresion eficiente en células de mamifero (Zeng
et al., 2008). El vector pCD5 habia sido modificado de modo que el ADNc que codifica HA se clond en marco con
secuencias de ADN que codifican una secuencia sefal, un motivo de trimerizacion de cremallera de isoleucina
GCN4: ELIKRMKQIEDKIEEIESKQKKIENEIARIKKIKLVPRGSLE (SEC ID N.°: 6) (Pancera et al., 2005), y la Strep-
tagll (WSHPQFEK; SEC ID N.%: 2; IBA, Alemania).

Expresién y purificacion de proteinas. El vector de expresion pCD5 que contenia la secuencia que codifica el
ectodominio de HA se transfecté en células HEK293S GnTI(-) (Reeves et al., 1999) usando polietilenimina (PEI) en
una proporciéon 1:5 (ug de PEl: ug de ADN). A las 6 h post-transfeccion, la mezcla de transfeccion se sustituyd por
medio de expresion 293 SFM Il (Invitrogen), suplementado con bicarbonato sédico (3,7 g/litro), glucosa (2,0 g/litro),
Primatone RL-UF (3,0 g/litro, Kerry Bio-Science, Zwijndrecht, Paises Bajos), penicilina (100 unidades/ml),
estreptomicina (100 pg/ml), glutaMAX (Gibco), y DMSO al 1,5 %. Los sobrenadantes de cultivo tisular se recogieron
5-6 dias post-transfeccion. La expresion y la secrecion de la proteina HA se confirmaron mediante electroforesis en
gel de dodecilsulfato sodico (SDS)-poliacrilamida (PAGE) seguida por transferencia de Western usando un
anticuerpo anti-Strep-tag de ratéon (IBA, Alemania). Las proteinas HA secretadas se purificaron usando perlas de
Strep-Tactin Sepharose de acuerdo con las instrucciones del fabricante (IBA, Alemania). La concentracion de
proteina purificada se determiné usando un espectrofotometro Nanodrop 1000 (Isogen Life Sciences) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Caracterizacion biolégica de HA recombinante. El estado de oligomerizacion de la proteina HA se determin6
analizando el perfil de eluciéon usando una columna Superdex200GL 10-300 (U-Protein Express). La funcionalidad
del trimero de HA soluble (sHA?®) se evalud usando un ensayo en fase sélida de fetuina (Lambre et al., 1991). Se us6
1 ug/ml de fetuina por pocillo para revestir placas Nunc Maxisorp de 96 pocillos. Cuando se indica en la leyenda de
la figura la fetuina se traté con neuraminidasa derivada de Vibrio cholerae (VCNA) seguida por etapas de lavado
exhaustivas. sHA® se pre-complejé con anticuerpo anti-Strep-tag enlazado a peroxidasa de rabano picante (HRP)
(proporcién molar 2:1) durante 30 minutos a 0 °C antes de la incubacion de diluciones limitantes en las placas
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revestidas con fetuina (60 min, temperatura ambiente [TA]). La union a HA se detectd posteriormente usando
sustrato de tetrametilbencidina (BioFX) en un lector de ELISA (EL-808 [BioTEK]), leyendo la DO a 450 nm.

Experimentos de vacunacioén-provocacion en gallinas

Se usaron gallinas SPF White Leghorn (Lohmann) de 6 semanas de edad. Las aves se alojaron en una sala
climatizada en codificas de Bsl-3. En el primer experimento, un grupo de 10 gallinas se inmunizd dos veces al dia (el
dia 0 y el 21) mediante inyeccion i.m. (0,5 ml) de 10 pg de sHA® adjuvado con Stimune (ID-Lelystad, Lelystad,
Paises Bajos). Como control de provocacion, un grupo de 10 gallinas recibieron un volumen igual de PBS en
Stimune (vacunadas de forma simulada). Tres semanas después de la vacunacion, las aves fueron provocadas
mediante infeccion con 10° TCIDso de virus A/Vietnam/1194/04 (0,1 ml por via intranasal, i.n. y 0,1 ml por via
intratraqueal, i.t., ID de UniProt Taxonomy: 284217) y se monitorizaron durante un periodo de 14 dias en busca de
signos de enfermedad. Se recogieron muestras de sangre a las 3 semanas después de cada inmunizacion (el d21 y
el d42) y el dia 14 postinfeccion (p.i.). Se tomaron frotis de traquea y cloaca de cada gallina el dia 2,4y 7 p.i.

En el siguiente experimento, se us6 un total de 70 gallinas ponedoras de un dia de edad (White Leghorn) adquiridas
de un criador local. Las gallinas se vacunaron contra NDV (virus de la enfermedad de Newcastle) e IBV (virus de
bronquitis infecciosa) a la edad de un dia de acuerdo con la rutina de la granja. A la edad de 6 semanas, las aves
fueron transportadas a la instalacion de nivel de Bioseguridad (Bsl-) 3 y se asignaron a 7 grupos experimentales de
10 aves cada uno. Seis grupos se inmunizaron mediante una Unica inyeccién intramuscular de 10, 2 o 0,4 ug de
antigeno de sHAS3 el dia 21 o dos veces (el dia 0 y el 21) con las mismas dosis. Como control de provocacion, un
grupo de 10 aves se vacuné de forma simulada (el dia 0 y el 21) con PBS en Stimune. Cuatro semanas después de
la vacunacion (dia 49), las gallinas fueron provocadas como anteriormente y se observaron diariamente en busca de
signos clinicos durante 14 dias. Se recogieron muestras de sangre antes de la vacunacioén, después de la primera
(dia 21) y segunda (dia 49) vacunacion y el dia 14 p.i. Se recogieron muestras de frotis de traquea y cloaca los
mismos dias tal como se ha descrito anteriormente.

Ensayo de deteccién de virus

Los frotis de traquea y cloaca se almacenaron en medio caldo de triptosa frio. El medio se clarific6 mediante
centrifugado a baja velocidad y el sobrenadante se recogid, se dividié en alicuotas y se almacené a -70 °C. Tras
congelacién-descongelacion, frotis de traquea y cloaca muestreados a partir de la misma ave el mismo dia se
agruparon, el ARN se extrajo y la presencia de ARN viral se ensay6 usando ensayo de RT-PCR cuantitativa (Taq
Man™ PCR) dirigido contra el gen M1, que codifica una proteina de la matriz del virus de la gripe. En primer lugar,
se sintetizo ADNc usando el cebador 5-CACTGGGCACGGTGAGC-3' (SEC ID N.°: 7), a continuacion, parte del gen
M1 se amplific6 ejecutando 45 ciclos de PCR en Light Cycler usando el cebador 5'-
CTTCTAACCGAGGTCGAAACGTA-3' (SEC ID N.°: 8) como cebador inverso en presencia de la sonda fluorescente
de TagMan 5-6FAM-TCAGGCCCCCTCAAAGCCGA-X-ph (SEC ID N.°: 9). Muestras de control negativo y positivo
se ensayaron en paralelo. El limite de deteccion inferior se determind que era aproximadamente 500 TCIDso.
Algunas muestras dieron resultados inconcluyentes, lo que significa que dieron solamente una sefial muy débil
(fluorescencia < 0,07) después de >31 ciclos.

Ensayo de inhibicién de hemaglutinacién

Sueros inmunes inactivados por calor de muestras de sangre de gallina se ensayaron para actividad Hl con glébulos
rojos de gallina al 1 % y 4 HAU (unidades hemaglutinantes) de A/Vietnam/1194/04 de acuerdo con métodos
convencionales. La formacién del botén rojo se puntudé como indicio de hemaglutinacién. Los valores cuantitativos de
anticuerpo se expresaron como la reciproca de la dilucién en suero mas alta que mostraba Hl.

Resultados
Expresidn, purificacion y caracterizacion de los trimeros de H5.

Para expresar un ectodominio de HA trimérico, soluble (sHA%) en células de mamifero, la secuencia que codifica el
ectodominio H5 se clond en primer lugar en el vector de expresion apropiado. En el vector pCD5 usado, la secuencia
de HA estaba precedida por una secuencia que codifica un péptido sefial, para permitir secrecion eficiente de la
proteina recombinante, y seguida por las secuencias que codifican el motivo de trimerizacion de cremallera de
isoleucina GCN4 (Pancera et al., 2005) y la Strep-tagll (figura 2A). La expresién del ectodominio de HA se consiguio
mediante transfeccion transitoria del plasmido de expresion en células HEK. La expresion y secrecién de la proteina
HA se verificd sometiendo a sobrenadantes del cultivo celular a electroforesis en gel seguida por transferencia de
Western usando un anticuerpo dirigido contra Strep-tag Il (figura 2B). Los resultados muestran que la proteina HA
recombinante podria detectarse facilmente en el sobrenadante de cultivo celular después de la transfecciéon de las
células con el plasmido de expresion, pero no después de la transfeccién simulada. La proteina HA secretada se
purificé en un protocolo de una sola etapa usando perlas de Strep-Tactin Sepharose. Los rendimientos de proteina
variaban entre 0,4-1 mg de proteina recombinante por 100 ml de medio de cultivo celular. Después de la purificacion
de la proteina H5 a partir de los sobrenadantes de cultivo celular, el estado oligomérico de la proteina H5 se analizo
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mediante cromatografia en columna de filtracion en gel Superdex200 (figura 2C). La masa de la proteina HA se eluia
con la velocidad de un oligbmero, presumiblemente un trimero, mientras que solamente una fraccion menor se
descubrid6 como agregados en el volumen de vacios. La naturaleza trimérica del oligémero H5 se confirmé usando
electroforesis en gel Blue-native. La actividad biolégica de la proteina H5 purificada se estudié usando un ensayo de
unién en fase sélida con la glucoproteina sanguinea sialidada fetuina. La unién de HA se midi6 por medio de HRP
conjugada al anticuerpo anti-Strep-tag Il, tal como se detalla en la seccién Materiales y métodos. La preparacion de
H5 demostrdé una union dependiente de la concentracion a fetuina. Esta union era dependiente del acido sialico,
dado que no se observo ninguna unién cuando la fetuina se habia tratado con VCNA (figura 2D). En conclusién, H5
trimérica, soluble, biologicamente activa se produjo de forma eficiente en células de mamifero y se purificd
facilmente.

Eficacia de la vacuna de sHA 2 contra una infeccién por H5N1 letal en gallinas

Para evaluar la eficacia protectora de sHA® en gallinas, diez gallinas se vacunaron dos veces (el dia 0 y el 21) por
via intramuscular (i.m.) con 10 ug de sHA® adyuvada con Stimune y se provocaron 3 semanas mas tarde mediante
inoculacion intranasal (i.n.)/intratraqueal (i.t.) de una dosis letal de virus H5N1 A/Vietnam/1194/04. Ademas, 10 aves
fueron vacunadas de forma simulada para servir como controles de provocacion. Tal como se muestra en la figura 3,
la vacunacion con 10 ug de sHA® fue capaz de generar proteccién completa. Ninguna de las gallinas vacunadas
murid o mostré sintomas indicativos de enfermedad relacionada con la gripe, mientras que todas las gallinas
vacunadas de forma simulada fallecieron en el plazo de 2 dias. El analisis serolégico de muestras de sangre
mostraba que todas las gallinas vacunadas de forma simulada tenian un valor cuantitativo por debajo del limite de
deteccién. Los valores cuantitativos de anticuerpo de HI se incrementaron hasta un maximo de 1024 después de un
refuerzo con sHA3. El valor cuantitativo de HI mas bajo observado después del refuerzo fue de 64, que era
aparentemente suficiente para proteger al animal contra la provocacién letal. Curiosamente, el 50 % de las aves
desarrollaron valores cuantitativos de anticuerpo HI iguales a 64 o mayores ya tres semanas después de la primera
vacunacion. Estos resultados incitaron a los inventores a estimar la dosis minima de sHA® requerida para otorgar
proteccion y a examinar si una unica dosis con sHA3 también podria ser protectora.

En el segundo experimento de inmunizacién-provocacion, las gallinas se vacunaron con 10, 2 0 0,4 ug de sHA3 dos
veces o mediante una Unica inyeccién y se provocaron cuatro semanas mas tarde mediante inyeccién de una dosis
letal de A/Vietnam/1194/04 tal como se ha descrito anteriormente. Una vacunacion de refuerzo con una dosis de 0,4
ug de sHA3 fue suficiente para proteger al 90 % de las gallinas contra la mortalidad, mientras que todas las gallinas
sobrevivieron cuando se administré6 una vacunacion de refuerzo de 2 o 10 ug (figura 4B). Ademas, los resultados
muestran que una Unica vacunacion con sHA® es suficiente para proteger a las gallinas contra una infeccion letal;
solamente una gallina muri6 cuando se administr6 una dosis de 2 pg, mientras que una dosis de 10 pg fue
protectora para todas las gallinas. Incluso una Unica dosis de 0,4 ug seguia siendo capaz de proteger al 60 % de las
gallinas contra la muerte. Todas las gallinas que recibieron la vacuna simulada (PBS) murieron en el plazo de 2 dias.

También se analizé si la vacunacion con sHA® disminuia o impedia la diseminacion del virus. Con este fin, se
tomaron frotis de trdquea y cloaca de las gallinas vacunadas y provocadas a partir del experimento mostrado en la
figura 4 a dia 2, 4 y 7 p.i. Los frotis de traquea y cloaca muestreados de la misma gallina el mismo dia se agruparon
y la presencia de ADN viral en los frotis agrupados se analiz6 usando un ensayo de RT PCR cuantitativa que
detectaba el gen M1. Los resultados se muestran en la tabla 1. De las gallinas que recibieron una vacunacion de
refuerzo con el antigeno de HA, solamente 2 aves, ambas de las cuales habian recibido la cantidad mas baja de
antigeno, dieron positivo en el ensayo. La diseminacion de virus no pudo observarse en ninguna de las otras aves,
aunque 3 frotis dieron resultados inconcluyentes. Ademas, cuando las gallinas recibieron solamente una vacunacion,
parecia que la mayoria de las aves no diseminaban ningun virus. Ninguna de las aves diseminé el virus el dia 4 y el
7 postinfeccion después de la vacunacion con 10 pg de sHAS. Los resultados muestran que la ausencia de
diseminacion de virus se correlacionaba con que las aves estuvieran protegidas contra una provocacion letal con
HPAI H5N1.
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Ejemplo 2
Materiales y métodos

Virus de la gripe A

El virus de la gripe A/Netherlands/602/2009 se aisl6 del primer caso de una infeccién por 2009-A/H1N1 confirmada
en laboratorio en los Paises Bajos mediante inoculacion de huevos de gallina enbrionados de 11 dias de edad
(Munster et al, 2009). Estirpes virales de virus de la gripe A/Netherlands/602/2009 (H1N1) se prepararon infectando
células de rifidn canino Madin-Darby (MDCK) confluentes. Después de que los cambios citopatolégicos estaban
completos, los sobrenadantes de cultivo se aclararon mediante centrifugado a baja velocidad y se almacenaron a -
70 °C. Los valores cuantitativos de virus infecciosos se determinaron en células MDCK tal como se ha descrito
previamente (Rimmelzwaan et al., 1998). Todos los experimentos con estos virus se realizaron en condicién de nivel
de bioseguridad (BSL)-3.

Preparacion de antigenos de HA y NA

Genes optimizados de codén humano que codifican el ectodominio de hemaglutinina (HA) (aminoacidos 17-522,
figura 10A) y el dominio de cabeza de neuraminidasa (NA) (aminoacidos 75-469, figura 10B) del virus de la gripe
A/California/04/2009 (H1N1, ID de UniProt Taxonomy: 641501) se sintetizaron (GenScript) y se clonaron en un
derivado del plasmido de expresion S1-Ig (Li et al., 2003) para expresion en células HEK293T. El gen de HA estaba
flanqueado por una secuencia sefial CD5 N-terminal, una secuencia de trimerizacion GCN4 artificial C-terminal
(GCN4-pll) (Harbury et al., 1993) seguida por una Strep-tag para purificacion por afinidad (IBA GmbH). El dominio de
cabeza de NA estaba flanqueado por un secuencia sefial CD5 N-terminal, una doble secuencia de Strep-tag (One-
STrEP) (IBA GmbH) y un dominio de tetramerizacion GCN4 artificial (GCN4-pLIl) (Harbury et al., 1993),
respectivamente.

Expresion y purificaciéon de proteinas

Células HEK293T se transfectaron con los vectores de expresion pCD5 que contenian las secuencias codificantes
de HA y NA usando polietilenimina (PEl) en una proporcion de 1:5 (ug de ADN: ug de PEIl). A las 6 h post-
transfeccion, el medio de transfeccion se sustituyd por medio de expresion 293 SFM Il (Invitrogen), suplementado
con bicarbonato sédico (3,7 g/litro), glucosa (2,0 g/litro), Primatone™ RL-UF (3,0 gl/litro, Kerry Bio-Science,
Zwijndrecht, Paises Bajos), penicilina (100 unidades/ml), estreptomicina (100 pg/ml), glutaMAX (Gibco), y DMSO al
1,5 %. Los sobrenadantes de cultivo tisular se recogieron 5-6 dias post-transfeccién y los ectodominios de HA y NA
se purificaron del medio de cultivo usando cromatografia por afinidad a Strep-Tactin (IBA GmbH). La expresion y
purificacién de proteinas HA y NA se confirmé mediante transferencia de Western usando un conjugado de Strep-
Tactin-HRP (IBA GmbH) (no se muestran los datos) y analisis de SDS-PAGE. La oligomerizacion de las proteinas se
determin6é mediante cromatografia por filtracion en gel y analisis blue-Native-PAGE.

Hurones

Hurones hembra exogamicos adultos jovenes sanos (Mustela putorius fur; de entre 6 y 12 meses de edad) fueron
suministrados por Schimmel, Uddel, Paises Bajos. Los hurones fueron cribados para la presencia de anticuerpos
contra virus de la gripe A/H1N1 y A/H3N2 circulantes y el virus de la gripe 2009 A(H1N1) de origen porcino [virus de
la gripe 2009A(H1N1)] mediante ensayo de inhibicion de hemaglutinacion. Los hurones que dieron negativo en el
ensayo para estos virus se usaron en este experimento. Un comité de ética animal independiente aprobé el
protocolo experimental antes del comienzo de los experimentos.

Inmunizaciones e infecciones

Treinta y seis hurones seronegativos se dividieron en seis grupos de 6 hurones y se vacunaron dos veces con las
siguientes formulaciones: 3,75 ng de HA trimérica + 3,75 ug de NA tetramérica en PBS (grupo 1); 3,75 ug de HA
trimérica en Iscom Matrix-M (Isconova, Uppsala, Suecia; grupo 2); 3,75 ug de NA tetramérica en Iscom Matrix-M
(grupo 3); 3,75 pg de HA trimérica + 3,75 ug de NA tetramérica en Iscom Matrix-M (grupo 4); PBS (grupo 5); Iscom
Matrix-M (grupo 6). Las vacunaciones se realizaron con un intervalo de 20 dias bajo anestesia con quetamina en los
musculos cuadriceps de la pata trasera en un volumen total de 1 ml. Los hurones se alojaron en grupos y recibieron
alimento y agua ad-libitum. A los 32 dias después de la ultima vacunacion, los animales se anestesiaron con
gquetamina/medetomidina (invertida con atipamezol), se pesaron y posteriormente se provocaron por via intracraneal
con 1x10°TCIDso de gripe A/ NL/602/09 (H1N1) en un volumen de 3 ml de solucion salina tamponada con fosfato
(PBS). Después de la inyeccion, los hurones se monitorizaron tres veces al dia para el desarrollo de signos clinicos.
Antes de la infeccion y dos y cuatro dias después de la infeccién, se recogieron frotis de hocico y garganta de cada
hurén mientras los hurones estaban anestesiados con quetamina. Cuatro dias después de la infeccion, los animales
se pesaron y posteriormente se sacrificaron mediante exanguinacion mientras estaban bajo anestesia con
quetamina y medetomidina. Se realizaron necropsias de acuerdo con procedimientos convencionales.
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Serologia

Se recogieron muestras de suero antes de la vacunacion, el dia de la segunda vacunacion (dia 20) y el dia de la
provocacion (dia 52). Los sueros se almacenaron a -20 °C hasta el uso. Se ensayaron los sueros para la presencia
de anticuerpos anti-HA usando un ensayo de inhibicidon de hemaglutinacién (ensayo HI) con eritrocitos de pavo al 1
% y para la presencia de anticuerpos neutralizantes de virus usando un microensayo de neutralizacién de virus
(ensayo VN) tal como se ha descrito previamente (Frank et al., 1980 y Palmer et al., 1975). Los sueros se ensayaron
para la presencia de anticuerpos reactivos con gripe A/NL/602/09 (nH1N1). Para este fin, se produjeron virus de
genética inversa. Los valores cuantitativos obtenidos con estos virus fueron comparables con aquellos contra las
cepas de tipo silvestre (no se muestran los datos). Suero de control positivo especifico para gripe A/NL/602/09
(H1N1) se obtuvo de un hurén infectado con este virus (Munster et al., 2009). También se ensayaron sueros para la
presencia de anticuerpos que inhiben neuraminidasa (NI) usando un ensayo basado en fetuina (Lambre et al., 1991).
En resumen, placas Nunc MaxiSorp de 96 pocillos se revistieron durante una noche a 4 °C con 100 pl de 5 pg/ml de
fetuina. Volumenes de sesenta ul de muestras de suero diluidas sucesivamente se incubaron con un volumen igual
de sobrenadante de cultivo celular S2 que contenia NA (diluido 40x en PBS-Ca/Mg [0,901 mM/0,493 mM], incubado
durante 30 minutos a 37 °C y a continuacion se afadieron 100 pul de la mezcla a las placas revestidas de fetuina.
Después de una hora de incubacién a 37 °C, las placas se lavaron y la actividad de neuraminidasa se midio
posteriormente usando una aglutinina de cacahuete marcada con peroxidasa (Sigma, Zwijndrecht, Paises Bajos)
(2,5 pg/ml). Las placas se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente, se lavaron, después de lo cual se
afadieron 100 pl de sustrato de peroxidasa (TMB) a cada pocillo. Después de 5 minutos, la reaccién se interrumpié
mediante la adicion de 100 pl de acido fosférico 0,3 My los valores de DO se midieron a 450 nm usando un lector de
ELISA (EL-808 [BioTEK]).

Valores cuantitativos de virus en pulmones y en frotis de garganta y hocico

Muestras de todos los I6bulos del pulmén derecho y del 16bulo accesorio de hurones infectados se recogieron y se
ultracongelaron en hielo seco con etanol y se almacenaron a -70 °C hasta procesamiento adicional. Las muestras de
pulmén se pesaron y posteriormente se homogeneizaron con un FastPrep-24 (MP Biomedicals, Eindhoven, Paises
Bajos) en solucion salina equilibrada de Hank que contenia lactoalbumia al 0,5 %, glicerol al 10 %, 200 U/ml de
penicilina, 200 pg/ml de estreptomicina, 100 U/ml de sulfato de polimixina B, 250 pg/ml de gentamicina, y 50 U/ml de
nistatina (ICN Pharmaceuticals, Zoetermeer, Paises Bajos) y se centrifugaron brevemente. Después de la recogida
de frotis de hocico y garganta, los frotis se almacenaron a -70 °C en el mismo medio que se us6 para homogeneizar
muestras de pulmon. Diluciones sucesivas a 10 veces por cuadruplicado de muestras de garganta, hocico y pulmén
se usaron para infectar células MDCK tal como se ha descrito previamente (Rimmelzwaan et al., 1998). La actividad
de HA de los sobrenadantes de cultivo recogidos 5 dias postinoculacién se usé como indicador de infeccion. Los
valores cuantitativos se calcularon de acuerdo con el método de Spearman-Karber y se expresaron como log TCIDso
por gramo para tejido pulmonar o por ml para frotis (Karber, 1931).

Analisis estadistico

La significacion entre grupos de animales se analizé mediante ANOVA y test de Tukey posterior a la ANOVA. Las
diferencias se consideraron significativas a P<0,05.

Resultados

Respuestas de anticuerpo inducidas por inmunizacién con HA y NA solubles

Versiones solubles multiméricas del ectodominio de HA (sHA; aminoacidos 7-522) y el dominio de cabeza de
neuraminidasa (sNA; aminoacidos 75-469) del virus de la gripe pandémico 2009 A(H1N1), expresadas en células
HEK293T de mamifero y purificadas a partir del sobrenadante celular (figura 5), se ensayaron para la capacidad de
inducir proteccion contra provocacion con virus homotipico. Los hurones se inmunizaron el dia 0 y 20 con sHA y sNA
(sHA+sNA), sHA adyuvado con Iscom Matrix M (IMM; sHA-IMM), sNA-IMM o sHA+sNA-IMM y antigenos inducidos
contra las proteinas HA y NA mediante las inmunizaciones se midieron en los sueros recogidos el dia de la
provocacion (dia 52). Los animales vacunados con sHA-IMM presentaban elevados las medias geométricas de los
valores cuantitativos (GMT) de inhibicién de hemaglutinacion (HI) contra el virus homoélogo (figura 6A). Los valores
cuantitativos de HI fueron significativamente mas altos en animales inmunizados con sHA+sNA-IMM. Sin adyuvante
(sHA+sNA) y en los dos grupos de control (IMM o PBS) ningun valor cuantitativo de HI fue medible. Ademas la
valoracién cuantitativa de la inhibicion de neuraminidasa (NI) revelé la induccién dependiente de adyuvante de
anticuerpos para NA (figura 6B). Sin embargo, en este caso no se observo ninguna mejora significativa de estos
valores cuantitativos debido a la coadministracion de HA. Coherente con los valores cuantitativos de HI observados,
los valores cuantitativos de neutralizaciéon de virus (VN) se descubrieron en los animales vacunados tanto con sHA-
IMM como con sHA+sNA-IMM (figura 6C). También es este caso, la coadministracion de antigeno de sNA en los
animales vacunados con sHA+sNA-IMM dio como resultado un incremento del valor cuantitativo de VN, que pas6 de
1:202 a 1:468 en los grupos de sHA-IMM y sHA+sNA-IMM, respectivamente. Se detectaron valores cuantitativos de
NI bajos en los sueros después de la primera inmunizacién (dia 20; no se muestran los datos).
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Proteccion contra signos clinicos después de la infecciéon con virus de la gripe 2009 A(H1N1)

Los hurones vacunados se provocaron por via intratraqueal con 10% TCIDso de virus 2009 A(H1N1) 5 semanas
después del refuerzo. No se observaron signos claros de enfermedad durante el periodo de inmunizacién o después
de la inoculacién de provocacion con virus de la gripe 2009 A(H1N1). Sin embargo, la pérdida de peso corporal se
volvié obvia después de la inoculaciéon en los grupos de control de PBS e IMM asi como en el grupo de vacuna
sHA+sNA sin adyuvante (figura 7A). Curiosamente, también los animales inmunizados con antigeno de sHA-IMM
mostraban pérdidas de peso similares mientras dichos efectos estuvieron ausentes después de la vacunacién con
las formulaciones que contienen sNA (grupos sNA-IMM y sHA+sNA-IMM). Los pesos pulmonares de los hurones
determinados post mortem mostraban una tendencia correspondiente de animales vacunados con sNA con
adyuvante que presentaban el menor incremento relacionado con la enfermedad debido a consolidacion pulmonar
(figura7B).

Los cambios histopatologicos se ubicaron en lesiones multifocales a coalescentes con mas del 50 % de los
pulmones afectados en los hurones de control no protegidos inoculados con PBS o adyuvante solamente (IMM)
(figura7C). Las lesiones se caracterizaron mediante infiltrados linfociticos periobronquiolares inflamatorios marcados
y ocasionalmente fluido proteico. Hubo necrosis en el epitelio bronquiolar dando como resultado restos celulares en
la luz. Todos estos cambios histopatoldgicos estaban ubicados en lesiones multifocales a coalescentes con mas del
50 % del pulmén afectado. Se observé una clara reduccion de los cambios histopatologicos en animales vacunados
con sNA adyuvada (grupo de sNA-IMM o sHA+sNA-IMM). Los hurones que se inmunizaron con sHA-IMM estuvieron
parcialmente protegidos del desarrollo de patologia que muestra ~20 % del area pulmonar que esta siendo afectada.

Proteccion de vacuna contra replicacién de virus

Para medir el efecto de vacunacion con bajas dosis de 3,75 ug de HA trimérica y/o NA tetramérica sobre la gravedad
de la infeccién inducida por la inoculacién de provocacion con virus de la gripe 2009 A(H1N1), los valores
cuantitativos de virus se determinaron en pulmones, garganta y hocico el dia 4 después de la inoculacién. El virus se
replicaba de forma eficiente en los pulmones de hurones de control (figura 8A; grupos de PBS e IMM) y en los
animales inmunizados con la combinacién no adyuvada de sHA y sNA (grupo de sHA+sNA-IMM), con valores
cuantitativos virales medios de aproximadamente 107 - 108. Estas cargas virales se redujeron significativamente (~5
unidades log1o) en los animales inmunizados con la proteina sHA con adyuvante (grupo de sHA-IMM) y en animales
coinmunizados con proteina sHA y sNA con adyuvante (grupo de sHA+sNA-IMM). Las cargas virales medias se
redujeron en aproximadamente 2 log+o en animales inmunizados con antigeno de sNA adyuvado.

Se observaron cargas virales elevadas en el hocico en ambos animales de control (grupos de PBS e IMM) después
de la inoculacién con virus de la gripe 2009 A(H1N1). Las cargas virales en el hocico se redujeron
considerablemente en los animales inmunizados con sHA o sNA con adyuvante o la combinacién sHA+sNA sin
adyuvante. Los animales inmunizados con la combinacion de antigenos de sHA y sNA con adyuvante presentaban
la reduccion mas elevada y significativa de valores cuantitativos virales en el hocico (figura 8B). Diferencias en
cargas virales de garganta de los grupos vacunados en comparacion con grupos de control no fueron significativas
con la excepcion de los animales vacunados con la combinacion de sHA y sNA adyuvada. Estos hurones no
presentaban valores cuantitativos virales detectables en la garganta.

Respuestas de anticuerpos de neutralizacion cruzada inducidas por inmunizacién con HA y NA solubles

Los sueros de hurones recogidos antes de la provocacion con virus se ensayaron para anticuerpos de neutralizacion
cruzada usando ensayos de HI y NI contra otras cepas de gripe H1N1 diferentes. Anticuerpos de neutralizacién
cruzada que inhibian la hemaglutinacién contra virus de la gripe A/NL/386/86, A/NL/25/80 y A/NewYersey/8/76 H1N1
estaban presentes en los sueros de animales inmunizados con sHA-IMM y sHA+sNA-IMM (figura 9A). La inclusién
de sNA en la vacuna que contenia sHA dio como resultado un incremento uniforme de la actividad de inhibicion de la
hemaglutinacién hacia cepas heterotipicas, similar al visto para la cepa homéloga. El nivel relativo de anticuerpos
para HI cruzados por animal correspondia al de anticuerpos para HI contra la HA homéloga. No se detecté actividad
de neutralizacién cruzada en suero para virus H1N1 de la gripe A/Swine/shope/1/56, Alltaly/1443/76, A/lowa/15/30,
A/PR/8/34 y IVR/148. La actividad de inhibicion de neuraminidasa contra la sNA de virus de la gripe
A/Kentucky/UR06-0258/2007(H1N1) humano y A/turkey/Turkey/1/2005(H5N1) aviar se descubri6 en los sueros
agrupados de animales inmunizados con sNA-IMM y sHA+sNA-IMM (figura 9B).

Ejemplo 3
Materiales y métodos

Células y virus

Células de musculo de codorniz (QM5) (Antin & Ordahl, 1991) se cultivaron en medio completo QT35 (Life
Technology) y células VERO (ATCC CCL-81) se cultivaron en Medio Eagle modificado por Dulbecco (Invitrogen).
Los medios se suplementaron con suero fetal bovino al 5 % y anticuerpos. Virus de la viruela aviar recombinante
fpEFLT7 (Britton et al., 1996; designado en el presente documento FPV-T7), que proporciona expresion estable de
ARN polimerasa de bacteriéfago T7 en células tanto aviares como de mamifero, se propagd en células hepaticas
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embrionarias de gallina primarias. El virus de la gripe A/Vietnam/1194/04 H5N1 (suministrado amablemente por el
Dr. Alan Hay del WHO Influenza Centre en el National Institute for Medical Research, Londres) se propagd en
huevos de gallina libres de patégeno especifico (SPF) embrionados de 9 dias para producir una estirpe de virus.

Construccion de ADNc de virus de enfermedad de (NDV) de longitud completa

ADNc de longitud completa de cepa Herts de NDV, pFL-Herts (de Leeuw et al. 2005), con los sitios de restriccion
unicos Ascl y Fsel flanqueando el gen F, se usé como la cadena principal para la insercién del gen H5 HA entre los
genes P y M. Con este fin, los sitios de restriccion Unicos Xbal y Pmel se crearon en la region intergénica P-M
mediante mutagénesis dirigida. Posteriormente, un enlazador sintético: GCTCTAGA
TAAGAAAAAATACGGGTAGAA GTTTAAACGGCGCGCCGG (SEC ID N.°: 10), que codifica las secuencias de una
caja de terminacion-inicio de NDV (negrita) se inserté entre el sitio de Xbal y Pmel (subrayado) de la construccion de
longitud completa.

Para modificar el sitio de escision polibasico de la proteina FO en el motivo monobasico (GRQGR|L; creando
FAPBC), el gen F de Herts se amplifico a partir de pFL-Herts”F usado los pares de cebadores pAscl(Herts) (5'
TTGGCGCGCCCCAGGTGCAAGATGGGC 35 SEC ID N.°: 11) junto con N043 5
TTTACTAGTTTACGAAAAGTATTGGATTTGTGCCCC 35 SEC ID N.°: 12), y NO044 5
GGAGGGAGACAGGGACGCCTTATAGGTGCCATTATCG 3; SEC ID N.°° 13) junto con pFsel(Herts) (5'
CCCGATTGAGGGCCGGCCTCCCC 3' SEC ID N.°: 14). Para fusionar ambos fragmentos de PCR, se realizd una
segunda PCR usando los cebadores pAscl(Herts) y pFsel(Herts). El producto de PCR resultante se restringié con
Ascl y Fsel y se insertd entre el sitio Ascl y el Fsel de pFL-Herts creando pFL-HertsAPBC.

Se extrajo ARN viral de virus HSN1 A/Vietnam/1194/2004 (NIBRG14) usando un kit High Pure Viral RNA kit (Roche).
A partir del ARN viral extraido, se gener6 ADNc usando Superscript Il (Invitrogen) y el cebador CAI085 (5'
AGCAAAAGCAGG 3'; SEC ID N.°: 15) emparejando la regién no codificante de cada segmento. Posteriormente, el
gen de HA se amplific6 por PCR usando el cebador pMT036 (AGCTTTGTTTAAAC A
ATGGAGAAAATAGTGCTTCTTTTTGC; SEC ID N.° 16; sitio Pmel subrayado) y pMT038
(CCGGCGCGCCGTTTAAAC TTAAATGCAAATTCTGCATTGTAAC; SEC ID N.°: 17; sitio Pmel subrayado). El ADNc
de HA se subcloné en el plasmido pGEM-Teasy (Promega). Este vector se digiri6 con Pmel y el gen HA se cloné en
pFL-HertsAPBC generando pFL-HertsAPBC-H5.

Para crear pFL-HertsAPBC-H52, se uso6 el vector de expresion pCD5-sH5% (Cornelissen et al. 2010). En este vector,
la secuencia H5 estaba precedida por una secuencia que codifica un péptido sefial y seguida por secuencias que
codifican el Motivo de trimerizacion de cremallera de isoleucina GCN4 (Harbury et al. 1993) y la Strep-tag Il. El
vector se digiri6 con Pmel y el inserto liberado se ligd con el pFL-HertsAPBC digerido con Pmel. El vector pCD5
habia sido generado de modo que un sitio de restriccion de Pmel estaba presente cadena arriba de la secuencia del
péptido sefial y cadena abajo de la Strep-tag, y el tamafio del genoma seguia cumpliendo “la regla del seis” (de
Leeuw et al. 1999) después de la insercién del digesto con Pmel.

Todos los plasmidos se generaron de acuerdo con procedimientos convencionales (Sambrook et al., 1989). El
anadlisis de secuencia de regiones modificadas en todas las construcciones generadas mediante PCR se realiz6 para
verificar que no se habian introducido cambios involuntarios.

Recuperacién de NDV recombinante

Se generd NDV recombinante mediante genética inversa usando el sistema de ARN polimerasa FPV-T7 tal como se
ha descrito (Peeters et al.,, 1999). En resumen, células VERO cultivadas hasta subconfluencia en placas de 6
pocillos se infectaron con FPV-T7 y se transfectaron con la construccion de longitud completa y los plasmidos
ayudantes que expresan NP, P y L. El sobrenadante se recogié después de 6 dias de incubacién a 37 °C, se
clarifico6 mediante centrifugacion a baja velocidad y se filtré a través de un filtro de 0,2 um. El filtrado se usé para
infectar cultivos de células VERO frescos. Después de incubacién durante 3 dias en medio que contenia alantoideo
al 5 %, el sobrenadante se recogié y se inoculé (0,2 ml) en la cavidad alantoidea de huevos de gallina SPF
embrionados de 9 a 11 dias para amplificar el virus. Después de 3 dias, se recogi6 el alantoideo, se clarifico y se
dividié en alicuotas. El virus recuperado de pFL-Herts APBC-H5° se designd rNDV-H52 y el virus recuperado de pFL-
Herts APBC-H5 se designd rNDV-HA. Los valores cuantitativos de virus (TCIDso ml") de las fracciones recogidas se
determinaron en células QM5 mediante el método de diluciéon de punto final y se calcularon de acuerdo con Reed y
Minch (Reed y Munch, 1938. A simple method of estimating fifty percent endpoints. Am J Hyg 27: 493-497).

Inmunotincién intracelular

La expresion de la proteina HA mediante NDV recombinante en células QM5 se analizd mediante inmunotincion
intracelular tal como se ha descrito (Wensvoort et al., 1986). Para esto, las células se permeabilizaron, se fijaron con
paraformaldehido al 3 % y se incubaron con anticuerpo monoclonal (mAb) 15A6 anti-H5 (1:1000; Santa Cruz). El
mADb anti-F 8E12A8C3 (1:5000; CVI, Lelystad) se us6 para la deteccion de proteina F de NDV. Un conjugado HRPO
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de conejo anti raton (1:2000; IBA Alemania) se usé como anticuerpo secundario. Las monocapas de células
infectadas de forma simulada servian como controles negativos.

Produccioén y purificacion de sH5 2

Células QM5 cultivadas al 90 % de confluencia en matraces T75 se infectaron con rNDV-sH5° a una MOI de 3.
Después de 72 h de incubacion a 37 °C, el sobrenadante se recogioé (10 ml) y se clarificO mediante centrifugado a
baja velocidad (10 min a 2500 rpm). El pH de la fraccion recogida se ajusté a 7,8 y se afnadio avidina hasta una
concentracion final de 3 pg/ml. Después de 4 h, proteina sH5° recombinante se purifico usando perlas de Strep-
tactin Sepharose segun lo descrito por el fabricante (IBA, Alemania). El producto de purificacién (15 ul) se sometié a
eletroforesis SDS-PAGE (Bis-Tris al 12 %) usando tampén de corrida MOPS (Invitrogen) y las proteinas se tifieron
con reactivo de tincion Azul (Thermo Scientific). La concentraciéon de proteina sH5° se determin6 con un
espectrofotometro de nano-gotas y también se estim6 en gel usando una serie de albumina de suero bovino (BSA)
de cantidades conocidas como referencia.

indice de patogenicidad intracerebral

El ensayo de patogenicidad en gallina de la Office International des Epizooties (OIE) estandarizado se llevé a cabo
en condiciones de BSL3 y después de la aprobacion por el Comité de ética animal. A diez gallinas SPF de un dia de
edad se les inoculd por via intracerebral 0,1 ml de una dilucion 1/10 del virus NDV-HertsAPBC cultivado en huevo y
se observaron en signos clinicos cada dia durante un periodo de 10 dias. Las aves recibieron una puntuacioén de O si
parecian normales, 1 si estaban enfermas, 2 en caso de dolencia grave y 3 se habian muerto. El indice de
patogenicidad intracerebral (ICPI) se calculé como la puntuacion media por ave por observacion, tal como se
describe en la Directiva del Consejo de la Comunidad Europea 92/66/CEE (1992). Un indice de 3,0 significa que
todas las aves murieron en el plazo de 24 horas.

Vacunacién de gallinas y provocacién con virus homoélogo

El estudio animal se llevo a cabo en condiciones BSL3 y después de la aprobacién por el Comité de ética animal.
Gallinas SPF White Leghorn (Charles River Laboratories, Alemania), de 6 semanas se edad, se usaron en este
estudio. Diez gallinas por grupo se vacunaron mediante la via intramuscular (i.m.; 0,5 ml) con 107 TCIDso de virus de
vacuna.

Ademas, un grupo de 10 gallinas se vacund i.m. con 5 ug de proteina sH53(NDV) recombinante adyuvada con
Stimune (Prionics, Lelystad). Otro grupo de 10 gallinas recibié un volumen igual de PBS en Stimune (i.m.) para servir
como control vacunado de forma simulada. Tres semanas después de la vacunacion, todas las aves se provocaron
mediante inoculacion intranasal (0,1 ml) e intratraqueal (0,1 ml) de en total 10° TCIDso de virus H5N1
AlVietnam/1194/04. Las gallinas se monitorizaron durante los siguientes 10 dias para signos de enfermedad y
mortalidad. Recibieron una puntuaciéon de 0 si parecian normales, 1 si estaban enfermas, 2 en caso de dolencia
grave y 3 si fueron sacrificaron o murieron, fueron inspeccionadas dos veces al dia mientras se puntu6 dolencia
grave. Las aves que eran reticentes a moverse en respuesta a la manipulacién o fueron incapaces de alcanzar el
alimento y el cubo de agua fueron sacrificadas. El indice clinico se calculé tal como se ha descrito anteriormente
para el ICPI. Se recogieron muestras de sangre a las 3 semanas después de la inmunizacion.

Deteccion de anticuerpos para Hl

Sueros inmunes inactivados con calor preparados a partir de muestras de sangre de gallina se diluyeron
sucesivamente en medio de cultivo celular en etapas de dos veces. Las muestras se ensayaron para actividad de
inhibicion de hemaglutinacién (HI) usando glébulos rojos de gallina al 1 % y 4 unidades hemaglutinantes (HAU) de
H5N1 A/Vietnam/1194/04. Para la determinaciéon de anticuerpos para HI especificos de NDV, se usaron 8 HAU de
virus Herts/33. La formacion de un botén rojo se puntué como indicio de hemaglutinacién. Los valores cuantitativos
de anticuerpos se expresaron como la reciproca de la dilucién en suero mas elevada que muestra HI.

Resultados

Virulencia del virus HertsAPBC

El sitio de escision de la proteina FO es el determinante principal de virulencia de NDV (de Leeuw et al, 2005). En
cepas de NDV veldgenas, tales como Herts/33, el sitio de escision normalmente tiene un motivo de aminoacidos
polibasicos, que puede ser escindido por proteasas intracelulares que permiten que el virus crezca en multiples
organos. Para generar virus atenuados, el sitio de escision polibasico (PBC) del gen FO de pFL-Herts se modifico a
un motivo de escision monobasico. Para confirmar la naturaleza atenuada del virus recuperado de esta construccion,
su patogenicidad se ensay6 in vivo. Con este fin, diez gallinas recibieron 0,1 ml de virus mediante inyeccién
intracerebral. El célculo de las puntuaciones clinicas después de 10 dias de observacion revel6 un ICPI de 0,04,
demostrando que la modificacion del PBC habia convertido, de hecho, los virus a un patotipo lentégeno.
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Propagacion de rNDV-sH5 2y expresion de proteina sH5 2

El virus rNDV-sH5° pudo recuperarse faciimente tras la transfeccion de pFL-HertsAPBC-H5° en células VERO vy
cultivarse a valores cuantitativos elevados en huevos de gallina enbrionados y en la linea celular QM5. El alantoideo
de huevos infectados produjo un valor cuantitativo de 8,5 y el sobrenadante de células QM5, un valor cuantitativo de
7,5 log TCIDso ml-'. El virus de vacuna rNDV-HA cultivado en huevos tenia un valor cuantitativo de 7,5 log TCIDso ml-
1

Para confirmar la expresion de HA, células QM5 cultivadas en placas de 6 pocillos se infectaron con virus de vacuna
rNDV-sH52 cultivados en huevos o se infectaron de forma simulada. Como controles para la expresion de proteinas,
las células se infectaron con wt NDV (Herts) o rNDV-HA. A los 2 dias p.i. (postinfeccion), las monocapas se
sometieron a inmunotincion usando mAbs especificos de F y HA. Tal como se muestra en la figura 11B, la
monocapa tefiida positiva para proteina F después de la infeccion con virus recombinante wt NDV o NDV quimérico,
pero no después de la infeccion simulada (figura 11B). Las monocapas de células infectadas con NDV-H5 y NDV-
sH52, pero no con wt NDV, tefiian positivas para HA. Estos resultados demuestran que la proteina HA fue expresada
por NDV-sH53. La infeccidon con NDV-sH5% dio un patréon de tincion claro pero menos intenso y mas difuso en
comparacion con el observado en células infectadas por NDV-HA, presumiblemente debido a que la proteina sH53
no se acumula en las células sino que es secretada.

Produccién y purificacion de proteina sH5 2 expresada en NDV

La proteina sH53 se purifico a partir del sobrenadante de células QM5 infectadas con NDV-sH52 usando perlas de
Strep-Tactin. El producto de purificacion se analizé mediante SDS-PAGE seguido por tincién Azul. Tal como muestra
la figura 11C, la sH53(NDV) aparecia como una banda de ~70 kDa, que migraba algo mas lenta que la proteina sH5%
producida por HEK 293S. Basandose en una serie de cantidades conocidas de BSA que se hicieron correr en el
mismo gel, el rendimiento de proteina sH5® purificada se estimé en 0,6-0,7 mg por 100 ml. La naturaleza trimérica
del oligbmero H5 se confirmé usando electroforesis en gel Blue-native (figura 11D).

Vacuna de gallinas con NDV-sH5 2 o proteina sH5 2

Para examinar la capacidad inmundgena de sH5® (NDV) y el potencia del NDV-sH5% como una vacuna viva, diez
gallinas se vacunaron por via intramuscular (i.m.). Para examinar la eficacia protectora de la proteina sH5° producida
en células QM5 infectadas por NDV-sH53, un grupo de diez gallinas se vacun6 i.m. con proteina adyuvada con
Stimune. Otras 10 aves se vacunaron de forma simulada para servir como controles de provocaciéon. Tres semanas
después de la vacunacion, todas las gallinas se estimularon con una dosis letal del virus H5N1 homdélogo. Tal como
se esperaba tomando como base el ICPI, ninguna de las gallinas mostraba signos clinicos tras la vacunacion.

El porcentaje de gallinas que sobreviven a la infeccion y las puntuaciones clinicas por grupo observadas después de
la provocacion se muestran en la figura. 12A. La inmunizacion intramuscular con NDV-sH5° o proteina sH5®
otorgaba proteccién completa. Todas las gallinas vacunadas sobrevivieron y ninguna mostré sintomas indicativos de
enfermedad relacionada con la gripe, mientras que todas las gallinas vacunadas de forma simulada fallecieron en el
plazo de 2 dias.

Se recogieron muestras de sangre 3 semanas después de la inmunizacién y se ensayaron para la presencia de
anticuerpos para HI dirigidos contra NDV y virus de la gripe. El ensayo de HI revel6 que la vacunacion i.m. era capaz
de generar una respuesta inmunitaria. Los valores cuantitativos de anticuerpos para HI detectados después de la
vacunacion i.m. con NDV-sH5° o proteina sH5° alcanzaban niveles entre 12 y 256 (figura 13A), comparables a los
detectados en gallinas vacunadas con NDV-HA, que eran aparentemente suficientes para proteger a todos los
animales contra la infeccion letal. No eran detectables anticuerpos para HI en gallinas vacunadas de forma simulada.

Todas las gallinas que se vacunaron con rNDV-H5% mostraban una respuesta inmunitaria a NDV, mientras que las
gallinas que recibieron una inyeccion i.m. de sH5% desarrollaron solamente valores cuantitativos de anticuerpos para
HI de gripe, como se esperaba. Los valores cuantitativos de anticuerpo para Hl de NDV de los grupos vacunados
con NDV-sH53 alcanzaron el mismo nivel que los valores cuantitativos de los grupos vacunados con NDV-HA (figura
13B). Esto sugiere que NDV-HA y NDV-sH5® se replicaban igualmente bien en las gallinas. La proteccion otorgada
contra NDV no ha sido evaluada, pero los valores cuantitativos para Hl de NDV son suficientemente elevados para
suponer que la vacunacion también proporciona proteccion contra NDV.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion inmunogénica que comprende al menos un ectodominio multimérico recombinante de una
proteina del virus de la gripe o parte del mismo, que tiene una actividad inmunogénica similar, fusionado a un
marcador de afinidad por estreptavidina, y un diluyente farmacéuticamente aceptable, en la que dicho ectodominio
multimérico recombinante de una proteina del virus de la gripe o parte del mismo se selecciona entre el grupo que
consiste en un ectodominio de hemaglutinina de la gripe trimérico recombinante o parte del mismo y un ectodominio
de neuraminidasa de la gripe tetramérico recombinante o parte del mismo.

2. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1, mediante la cual la trimerizacion del
ectodominio de hemaglutinina de la gripe recombinante o parte del mismo que tiene una actividad inmunogénica
similar, se proporciona mediante un dominio de trimerizacién basado en GCN4.

3. La composiciéon inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1, mediante la cual la tetramerizacion del
ectodominio de neuraminidasa de la gripe recombinante o parte del mismo que tiene una actividad inmunogénica
similar, se proporciona mediante un dominio de tetramerizacion basado en GCN4.

4. La composicion inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende
ademas un vehiculo y/o un adyuvante.

5. Un vector que comprende una casete de expresion, que comprende:

a) una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia sefial;

b) una secuencia de acido nucleico que codifica un ectodominio recombinante de una proteina del virus de la
gripe o parte del mismo;

) una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de trimerizacion o de tetramerizacion, y;

d) una secuencia de acido nucleico que codifica un marcador de afinidad por estreptavidina.

6. Una composicién inmunogénica que comprende el vector de acuerdo con la reivindicacién 5 y un diluyente
farmacéuticamente aceptable.

7. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que dicho vector es un vector viral, tal
como un vector derivado del virus de la enfermedad de Newcastle.

8. La composicion inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, 6 y 7, para uso como
vacuna.

9. Uso del vector de acuerdo con la reivindicacion 5, para la preparacion de una composicién inmunogénica para
desencadenar una respuesta inmunitaria contra un virus de la gripe.

10. Un método para la preparacion de una composicion inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, 6 y 7, que comprende:

a) proporcionar el vector de acuerdo con la reivindicacion 5;

b) transformar una célula huésped con dicho vector de expresion;

c) cultivar dicha célula huésped en un medio de cultivo, permitiendo de este modo la expresioén del ectodominio
multimérico recombinante de una proteina del virus de la gripe o parte del mismo que tiene una actividad
inmunogénica similar, fusionado a un marcador de afinidad por estreptavidina;

d) aislar dicho ectodominio multimérico recombinante de una proteina del virus de la gripe o parte del mismo que
tiene una actividad inmunogénica similar, fusionado a un marcador de afinidad por estreptavidina, preparando de
este modo una composicion inmunogénica.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que dicho ectodominio multimérico recombinante de una
proteina del virus de la gripe o parte del mismo que tiene una actividad inmunogénica similar, fusionado a un
marcador de afinidad por estreptavidina, se aisla usando dicho marcador de afinidad por estreptavidina.

12. Uso de una composicién inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, 6 y 7, para la
preparaciéon de un agente profilactico para desencadenar una respuesta inmunitaria contra un virus de la gripe.
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Figura 2
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 9 (continuacion)
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Figura 10

A
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Figura 11
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Figura 11 (continuacion)
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Figura 12
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Figura 13
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